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 Résumé 
Introduction: Notre laboratoire a précédemment établi que Hoxa9 accélérait l‟apparition de 
leucémie de type B induite par E2A-PBX1. Une analyse par qRT-PCR a montré que les 
niveaux d‟ARN de Flt3, une cible de Hoxa9, étaient 32 fois plus élevés dans les leucémies 
Hoxa9/E2A-PBX1 par rapport que dans les leucémies E2A-PBX1. Il est important de noter que 
l‟expression aberrante de Flt3 est retrouvée dans les leucémies ALL de type B et les AML. De 
plus, l‟activation constitutive de Flt3 est associée à un faible pronostic. Nous avons posé 
l‟hypothèse que la maintenance/ré-initiation des leucémies de type pré-B induites par E2A-
Pbx1 est associée à la présence du récepteur Flt3. 
Méthodes et Résultats: Premièrement, nous avons analysé par FACS la présence de Flt3 et 
mesuré l‟expression de Flt3 par qRT-PCR des cellules E2A-PBX1 leucémiques pré-B. Nous 
avons montré que les cellules leucémiques E2A-PBX1 expriment l‟ARNm du gène Flt3. 
Cependant, le récepteur n‟était détectable à la surface cellulaire que dans des proportions 
variant de 0.3 à 28%. Deuxièmement, nous avons évalué le potentiel leucémique des fractions 
positive et négative pour Flt3. Toutes deux ont été capables de ré-initier la leucémie environ 
20 jours après transplantation. Des analyses par FACS ont montré qu‟une proportion de 
cellules leucémiques exprimaient Flt3, incluant même celles provenant de la fraction Flt3-. 
Troisièmement, une stratégie de perte de fonction de Flt3 par shARN a été mise en œuvre afin 
d‟examiner le rôle de la voie de signalisation de Flt3 dans les cellules leucémiques E2A-PBX1. 
Pour ce faire, des cellules primaires leucémiques ont été infectées, soit par le shARN anti-Flt3 
soit shARN contrôle, et transplantées dans des souris receveuses. Les cellules leucémiques 
contenant le shARN ont été capables de régénérer la leucémie. Cependant, une proportion des 
cellules exprimaient toujours Flt3, ce qui indique que l‟efficacité des shARn n‟était pas 
suffisante.  
Conclusion et Perspectives: Nos shARN ne sont pas suffisamment efficaces sur les cellules 
leucémiques choisies. De ce fait, nous proposons d‟utiliser des cellules leucémiques moins 
agressives tout en réalisant le même set-up expérimental. Des transplantations dans des 
receveurs KO Flt3
-/-
 seraient également requises afin de réellement étudier l‟impact de la voie 
de signalisation Flt3 dans la ré-initiation leucémique.  
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Abstract 
Introduction: Previous work in the laboratory have established that Hoxa9 accelerated the 
onset of E2A-PBX1 induced B cell leukaemia. qRT-PCR analysis showed that RNA levels of 
HOXA9 target Flt3 was 32-fold increased in Hoxa9/E2A-PBX1 compared to E2A-PBX1 
leukaemia. It is important to note that aberrant expression of Flt3 is found in both B-ALL and 
AML. Moreover, constitutive activation of Flt3 is associated with a poor prognosis. We 
hypothesized that the acceleration of E2A-PBX1 B-ALL by Hoxa9 is caused through increased 
Flt3 signalling.  
Methods and Results: First, to evaluate whether Flt3 signalling is functionally relevant for 
E2A-PBX1 induced leukaemia, Flt3 expression was analysed by FACS and qRT-PCR. So far, 
we showed that E2A-PBX1 B-ALL express FLT3 but the receptor was detected on a variable 
proportion of the cells, ranging from 0.3-28 %. Secondly, we evaluated the leukemic potential 
of Flt3 positive and negative fractions. Both reinitiate leukaemia around 20 days post-
transplantation. Thirdly, a shRNA mediated knockdown strategy for Flt3 has been applied to 
test the relevance of Flt3 signalling on E2A-PBX1 leukemic cells. To test this, primary 
leukaemic cells were infected, either with the shRNA anti-Flt3 or the shRNA control, and 
transplanted into recipient mice.  Unexpectedly, no difference was observed between the two 
groups of mice. 
Conclusion and Relevance: Our shFLT3 is not efficient enough on the chosen leukemic cells. 
Therefore, we propose to apply the same set-up to a less aggressive leukaemia. Moreover, 
transplanting cells in Flt3
-/- 
KO mice is required to really assess the impact of Flt3 signalling. 
 
Keywords : B-ALL, E2A-PBX1 induced leukaemia, Hoxa9, Flt3 signalling.  
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1 Introduction et revue de littérature 
1.1 Hématopoïèse normale 
1.1.1 Aperçu général 
L‟hématopoïèse est le processus par lequel l‟ensemble des cellules du système 
hématopoïétique, incluant hématies, leucocytes et plaquettes, est généré. Pouvant être 
localisées dans divers organes spécifiques à savoir la moelle osseuse, la rate, les ganglions et 
le thymus, ces cellules assurent leur fonction pour une durée limitée. Par conséquent, leur pool 
doit être constamment renouvelé au cours du temps  [1, 2]. Cela est possible grâce aux cellules 
souches hématopoïétiques (HSC) localisées dans la moelle osseuse (BM). Ces dernières ont 
été mises en évidence au début des années 60, lorsque McCulloch et Till étudièrent les 
capacités prolifératives de cellules de moelle osseuse murines après irradiation à haute dose et 
transplantation dans des souris receveuses [3, 4]. Des nodules spléniques, désignés à l‟époque 
par le terme CFU-S (pour « Colony Forming Unit in Spleen ») et composés de cellules 
hématopoïétiques, furent observés chez ces souris. Une cellule particulière, au potentiel 
multipotent, fut identifiée comme étant à l‟origine de ces colonies. 
Les HSC ne représentent que 0.01 % des cellules de moelle osseuse [5] et sont 
caractérisées par deux propriétés uniques. Non seulement elles ont la capacité d‟auto-
renouvellement, ce qui permet de maintenir leur nombre constant tout au long de la vie, mais 
elles possèdent aussi une capacité de différentiation pluripotente, ce qui donne naissance à 
toutes les cellules du système hématopoïétique. Cette différentiation passe tout d‟abord par la 
formation de progéniteurs multipotents (MPP) qui produisent ensuite deux types de 
progéniteurs distincts: les progéniteurs communs lymphoïdes (CLP), donnant naissance aux 
cellules B, T et Natural Killer (NK), et les progéniteurs communs myéloïdes (CMP), donnant 
naissance aux érythrocytes, mégacaryocytes et granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, 
basophiles et mastocytes). Plus récemment, ce modèle apparut moins simpliste puisqu‟il a été 
montré que les CLP maintenaient un potentiel myéloïde, sans toutefois inclure les potentiels 
érythroïde et mégacaryocytaire [6] (Figure 1).  
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Figure 1 : Hématopoïèse normale chez la souris. LT-HSC : cellule souche hématopoïétique à 
long-terme, ST-HSC : cellule souche hématopoïétique à court-terme, MPP : progéniteurs 
multipotents, CLP : progéniteurs communs lymphoïdes,  CMP : progéniteurs communs 
myéloïdes (adapté de Doulatov, 2012). 
 
Les HSC sont caractérisées par des marqueurs de surface spécifiques. Par des études de 
reconstitution à long-terme chez la souris, il fut possible d‟établir qu‟une seule cellule du 
phénotype combiné CD34
low
cKit
+
Sca
+
Lin
-
 suffisait à reconstituer l‟ensemble des cellules du 
système hématopoïétique [7]. 
Enfin, l‟hématopoïèse est orchestrée par des signaux extrinsèques et par des signaux 
intrinsèques. Les signaux extrinsèques dépendent du microenvironnement plus communément 
appelé la « niche » dans laquelle les HSC sont établies et incluent notamment la classe des 
cytokines [8]. Les signaux intrinsèques comprennent quant à eux les facteurs de transcription 
conduisant à l‟activation ou à la répression de gènes spécifiques propres à chacune des lignées 
[9, 10]. 
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1.1.2 Lymphopoïèse de type B 
1.1.2.1 Stades de différentiation 
Les lymphocytes B, sont issus du CLP. Ce dernier est caractérisé non seulement par 
l‟absence de marqueurs spécifiques aux lignées B (B220), myéloïde-granulocytaire (Mac1, 
GR1) et érythrocytaire (Ter119) mais aussi par la présence de 2 marqueurs de surface 
principaux : le récepteur c-Kit et la chaine α du récepteur de l‟IL-7. La maturation des CLP en 
cellules B matures qui s‟en suit peut être fractionnée en 7 stades de maturation comme cela a 
été établi par Hardy [11]. A chaque stade, les cellules sont identifiées par une combinaison de 
marqueurs de surface spécifiques (Figure 2) ainsi que par des réarrangements des locus 
codant pour les chaînes lourdes et les chaînes légères d‟immunoglobuline (Figure 3). 
 
 
Figure 2 : Marqueurs de surface caractérisant chaque stade et fraction du développement des 
cellules B (adapté de Hardy, 1991). 
 
Les précurseurs engagés les plus précoces, les cellules du stade pré-pro-B, présentent 3 
marqueurs de surface spécifiques, AA4.1, B220 et CD43. Le locus de la chaîne lourde de 
l‟immunoglobuline reste encore inchangé, c‟est-à-dire toujours présent dans sa configuration 
germinale [12]. 
Au stade suivant, le stade pro-B, CD43 disparait alors que les marqueurs CD19  et BP1 
font leur apparition. C‟est également à partir de ce stade que le réarrangement des segments D 
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et J du locus de la chaîne lourde par le complexe Rag1-Rag2 (Recombinaison-activating gene 
1 et 2) [13, 14] débute en parallèle de la production  des protéines  λ5, VpreB, Igα, et Igβ [15]. 
Le stade pré-B est marqué par la fin du réarrangement du locus de la chaîne lourde, au 
niveau des segments V à DJ. Un récepteur transitoire fonctionnel essentiel au check-point pré-
B, le récepteur pré-B, est alors consécutivement formé par deux chaînes lourdes Igμ issus de la 
recombinaison et de deux hétérodimères de chaînes légères transitoires, λ5 et VpreB [16], 
puisque les locus des chaînes légères terminales, codant pour Igκ et Igλ, ne commencent 
seulement leur réarrangement. De plus, le récepteur pré-B est associé à l‟hétérodimère  Igα-
Igβ, indispensable à son activité [17]. Enfin, les cellules pré-B sont encore caractérisées par la 
présence du marqueur BP1 à leur surface.  
Les cellules B immatures qui en résultent vont sortir de la moelle osseuse afin de 
terminer leur maturation dans la rate. IgD fait son apparition. Enfin, Λ5 et VpreB sont 
remplacées par les chaînes légères réarrangées Igκ ou Igλ, l‟ensemble formant alors le 
récepteur BCR mature (pour B Cell Receptor) [17]. 
 
 
Figure 3 : Stades de développement des cellules B marqués par la maturation du BCR. Le 
stade des cellules pré-B à grandes cellules présentent à leur surface le récepteur transitoire pré-
BCR fonctionnel doté de chaînes lourdes Ig réarrangées et de chaînes légères Ig transitoires. 
Le stade des cellules pré-B à petites cellules est caractérisé par l‟accumulation d‟IgM dans le 
cytoplasme. A partir du stade immature, les cellules présentent à leur surface le BCR mature 
constitué de deux chaînes lourdes et de deux chaînes légères Ig réarrangées (adapté de Herzog, 
2009). 
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1.1.2.2 Régulation par les signaux extrinsèques 
1.1.2.2.1 Interleukine IL-7 et son récepteur IL-7R 
IL-7 est produite principalement par les cellules stromales du foie fœtal, de la moelle 
osseuse, de la rate et du thymus. C‟est une protéine de 25kDa membre de la famille des 
hématopoïétines. Son récepteur, IL-7R, est constitué d‟une chaîne  et d‟une chaîne γc [18].  
IL-7 fut désignée par Hardy comme acteur clé de la prolifération des progéniteurs B. 
En effet, il soutint que les fractions B et C, correspondant au stade pro-B, proliféraient 
fortement en réponse à l‟IL-7, contrairement à la fraction D, correspondant au stade pré-B 
[11]. De plus, des injections d‟anticorps anti-IL-7 ou anti-IL-7R dans des souris entraînent non 
seulement la diminution du nombre de cellules progénitrices B mais également une diminution 
de leur capacité proliférative. Ces traitements affectaient en parallèle l‟ensemble des cellules T 
consécutivement à la réduction en thymocytes [19, 20]. Il fut cependant mis en évidence que  
l‟action de l‟IL-7 dans la prolifération ne lui était pas exclusive [21]. En effet, dans des 
cultures in vitro, cette dernière pouvait être augmentée de façon synergique, tout comme son 
rôle dans la différentiation, par l‟ajout d‟autres cytokines telles que Flt3 ligand (Flt3L) ou 
Stem Cell Factor (SCF) [22, 23]. 
Néanmoins, il a été montré in vitro que l‟IL-7 était suffisante à la différentiation des 
CLP en progéniteurs et cela même en absence de cellules stromales nourricières [24]. Les 
auteurs étudièrent également le rôle de l‟IL-7 in vivo dans le développement des lymphocytes 
B par l‟intermédiaire de souris knock-out (KO) pour IL-7 γc
-/-
 ou pour la chaîne α du 
récepteur, IL-7Rα-/-. Les résultats ont montré qu‟IL-7 était nécessaire à l‟induction de la 
différentiation des CLP en progéniteurs puisque le nombre de CLP fut conservé pour les 2 
types de souris mais que la fréquence de l‟ensemble des progéniteurs en aval, incluant les pré-
pro-B et pro-B, fut sévèrement altérée. Cela était en accord avec les travaux de Peschon et de 
Von Freeden-Jeffry qui montrèrent qu‟IL-7 et son récepteur jouaient un rôle crucial dans les 
étapes précoces de la lymphopoïèse B puisque les souris déficientes pour la cytokine ou son 
récepteur présentaient un nombre réduit en lymphocytes périphériques [25] et un blocage entre 
les stades pro-B et pré-B [21]. 
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En parallèle à ces études de perte de fonction, des études sur des souris transgéniques 
surexprimant IL-7 ont été menées. Outre une infiltration au niveau du derme par les 
lymphocytes T et une déplétion en thymocytes doubles positives CD4
+
CD8
+
, le nombre des 
cellules immatures et matures B s‟en trouvait nettement augmenté, non seulement au niveau 
de la moelle mais aussi au niveau de la rate, du thymus et des ganglions lymphatiques. Cela 
conduisait au développement de désordres lymphoprolifératifs suivis de lymphomes chez ces 
souris [26].  Cependant, la surexpression de IL-7 seule conduit rarement à la transformation  
maligne de cellules pré-B in vitro [27], ce qui suggère que l‟expression continue de IL-7 in 
vivo ne permettrait que l‟initiation de la transformation et que d‟autres altérations génétiques 
seraient nécessaires à la progression tumorigénique. 
Ainsi, en résumé, IL7 joue un rôle central dans la lymphopoïèse B en promouvant la 
survie et la prolifération des CLP en progéniteurs et en assurant la maturation cellulaire entre 
les stades pro-B et pre-B. 
 
1.1.2.2.2 Stem Cell Factor et son récepteur c-Kit 
L‟expression de Stem Cell Factor (SCF), ou encore connu sous le nom de “Steel 
Factor”, c-kit ligand ou “Mast Cell Growth Factor”, est quasi-ubiquitaire puisqu‟il est produit 
par de nombreuses cellules stromales [28]. L‟expression de son récepteur, quant à lui, est 
tissu-spécifique étant notamment retrouvé au niveau de la peau, du cerveau, de la rate, du 
testis, ou encore à la surface des mastocytes [29-31]. C-Kit joue donc un rôle important dans la 
mélanogénèse, la fertilité et l‟hématopoïèse. 
C-Kit est un récepteur à activité tyrosine kinase de type III de la sous famille des « Platelet 
Derived Growth Factor (PDGF)t/CSF-1 ». Les membres de cette sous-famille, dont font 
également partie Flt3, c-fms et PDGFR [32], sont constitués d‟une région extracellulaire 
composée de 5 boucles Immunoglobulines (Ig), d‟un domaine transmembranaire et d‟un 
domaine cytoplasmique à activité tyrosine kinase [33]. 
C-Kit est exprimé à 70 % dans la moelle osseuse à la surface des cellules progénitrices 
CD34+Lin- [34, 35], dont dépendent leur survie et leur prolifération. De plus, la 
différentiation de l‟ensemble des lignées hématopoïétiques, à l‟exception de la lignée 
mastocytaire, est associée à la diminution de son expression. Il a été montré que c-Kit est 
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essentiel à la génération des lignées myéloïde et érythroïde, ce qui explique que la perte de 
fonction totale de c-Kit soit responsable d‟une mort in utero ou périnatale du fait de l‟anémie 
sévère qui en résulte. Par ailleurs, c-Kit est nécessaire à la production des précurseurs 
lymphocytaires T mais pas des lymphocytes B. Des HSC murines KO pour c-Kit (souris c-
Kit
W/W
) sont en effet capables de coloniser la moelle de souris receveuses et de se différentier 
en cellules B [36]. En accord avec ces résultats, une étude in vitro a montré que les 
lymphocytes B proliféraient au détriment des cellules myéloïdes lorsque de la moelle osseuse 
de souris était traitée avec un anticorps monoclonal anti-C-Kit [37]. Bien que c-Kit 
n‟apparaisse pas comme indispensable au développement des cellules B, il semble tout de 
même avoir une influence puisqu‟une étude a montré, pour 2 modèles murins transgéniques 
différents, que le nombre de CLP et de progéniteurs pro-B réduisait avec l‟âge [38]. Les 
mutations par gain de fonction de c-Kit, quant à elles, peuvent être responsables de 
l‟émergence de leucémie à mastocytes ou de mastocytose [39, 40]. 
  
1.1.2.2.3 Flt3 ligand et son récepteur Flt3 
Tout comme SCF, l‟expression de Flt3 ligand (Flt3L) est ubiquitaire alors que l‟expression 
de son récepteur Flt3, également connu sous le nom de Flk-2 ou de CD135, est restreinte au 
compartiment hématopoïétique précoce. En effet, l‟apparition de Flt3 commence à la surface 
des progéniteurs multipotents, et est associé à la perte de la capacité d‟auto-renouvellement 
[41-43]. Par ailleurs, des études utilisant un modèle de souris déficientes pour Flt3L ont établi 
une diminution des CLP, des progéniteurs pro-B et des lymphocytes B immatures (B220
+
IgM
-
), bien qu‟un nombre normal de cellules B fonctionnelles était présent dans le sang 
périphérique [44-46]. Inversement, lorsque des souris sont injectées quotidiennement pendant 
15 jours avec 10 pg de Flt3L recombinant humain, le nombre de progéniteurs augmentait dans 
la moelle et la rate [47]. 
Il a été montré que Flt3L pouvait aussi agir dans le développement des cellules B de façon 
synergique avec d‟autres cytokines, comme IL-7, notamment en assurant la prolifération des 
progéniteurs B (B220+Mac1-) et des progéniteurs pro-B (B220
+
BP1
-
) [23, 48]. Une étude 
parue la même année a montré que Flt3L interagissait avec IL-7 ou SCF pour stimuler la 
croissance des progéniteurs CD43
+
B220
Iow, l‟effet étant le plus prononcé lorsque les 3 
cytokines étaient ajoutées aux cultures. Ces bénéfices ne pouvaient néanmoins égaler ceux 
 8 
 
apportés par des co-cultures avec des cellules stromales. Enfin, Flt3L, seul ou en présence de 
SCF ou IL-7, n‟avait pas d‟influence sur la croissance des progéniteurs pré-B CD43IowB220+ 
ou pré-B CD43
+
B220
+
 [49].  
Chez l‟humain, un niveau plasmatique élevé de Flt3L a été associé à des troubles de 
l‟hématopoïèse. Une étude a par exemple établi que 86 % des échantillons analysés chez des 
patients atteints d‟anémie de Fanconi et 100 % des échantillons analysés chez des patients 
atteints d‟anémie aplastique contenaient plus de 100 pg/mL de Flt3L comparativement à des 
sujets sains pour qui les niveaux ne dépassaient pas ce seuil [50]. Ce niveau pouvait par 
ailleurs atteindre jusqu'à 2500 pg/mL chez des patients leucémiques [51]. 
 
1.1.2.3 Régulation par les signaux intrinsèques 
La régulation par les signaux intrinsèques implique notamment des facteurs de 
transcription qui interagissent entre eux de façon complexe comme cela est résumé dans la 
Figure 4. 
1.1.2.3.1 Facteurs de transcription associés à la voie IL-7/IL-7Rα 
Un défaut développemental en cellules B engendré par des cellules progénitrices 
hématopoïétiques fœtales PU.1-/- in vitro a été associé à un défaut total de l‟expression de IL-
7Rα. [52]. PU.1 est à ce jour le seul facteur de transcription identifié dans la régulation de  
l‟expression d‟IL7Rα par liaison au promoteur, cette dernière étant cruciale pour la 
spécification des CLP. PU.1 est un membre de la famille des facteurs de transcription Ets [53] 
exprimé et actif dans les progéniteurs pro-B, pré-B et cellules B matures  [54].  
Une fois lié à son ligand, IL-7R favorise la maturation des progéniteurs pré-B et pro-B 
grâce à la « signal transducers and activators of transcription 5 » (STAT5) [55]. En effet, à elle 
seule cette dernière est capable d‟assurer le sauvetage phénotypique lié à la déficience en IL-
7Rα pour le développement des cellules B [56]. 
Comme cela a été confirmé par ChIP dans une lignée de type pré-B, STAT5, une fois 
activée par phosphorylation et dimérisation, va migrer au niveau du noyau pour se fixer sur la 
séquence consensus de ses gènes cibles appelée STAT-binding-motif (SBM) [57]. STAT5 
active induit notamment la transcription du gène Pax5 qui code pour le facteur de transcription 
 9 
 
BSAP. Ce qui est intéressant de noter est que la SBM de Pax5 chevauche la séquence 
consensus reconnue par un autre facteur de transcription, Early B cell Factor (EBF) [58], avec 
qui STAT5 agit en synergie pour activer Pax5, comme cela été montré par des expériences de 
gènes rapporteurs [57]. Stat5 n‟est de plus pas le seul collaborateur d‟Ebf. En effet, les 
progéniteurs pro-B de souris Ebf
+/-
E2a
+/-
, déficientes pour E47 codé par E2A, ont une 
expression diminuée de Pax5 [58]. Enfin, l‟expression combinée de EBF et E47 dans des 
cellules immatures hématopoïétiques Ba/F3 à été corrélée à l‟expression des chaînes légères 
transitoires λ5 et VpreB [59], ce qui rend compte de l‟importance de ces facteurs dans la 
lymphopoïèse B, particulièrement aux stades précoces. 
L‟expression de Pax5 débute normalement au stade pro-B, apparait maximale au stade 
pré-B et est absente dans les cellules matures plasmatiques [60].  Des études in vitro et in vivo 
ont montré le blocage de cellules Pax5
-/-
 au stade pro-B associé à une incapacité de s‟engager 
dans la lignée B [61, 62]. En effet, cet engagement passerait normalement par l‟inhibition de 
Flt3 par Pax5 [63]. L‟expression de Flt3 serait elle-même activée par PU.1 [52]. 
 
1.1.2.3.2 Facteurs de transcription associés aux voies Flt3L/Flt3 et SCF/c-Kit 
Comme PU.1, Ikaros joue un rôle crucial dans le développement des cellules B en activant 
l‟expression de deux récepteurs cytokiniques au niveau des CLP: Flt3 et c-Kit [64]. Par 
ailleurs, Ikaros contrôle le niveau de transcrits de Rag1, Rag2 et λ5, ce qui explique le blocage 
partiel au stade pro-B dans les souris homozygotes mutantes [65]. 
Suite à leur clivage protéolytique dans l‟environnement des cellules hématopoïétiques 
primitives, Flt3L et SCF peuvent se fixer à la surface de leur récepteur respectif au niveau des 
3 premières boucles Ig. Les domaines intracytoplasmiques, alors juxtaposés par dimérisation 
au niveau de leur 4
ème
 boucle Ig se transphophorylent sur leurs résidus tyrosines et thréonines, 
ce qui initie la cascade de signalisation intracellulaire [66-69]. 
Les résidus tyrosines de Flt3 ainsi activés peuvent notamment recruter GRB2, SHP2 ou 
PI3K via leurs domaines SH2 [70]. Lorsque PI3K est activée, Akt est alors recrutée pour 
actionner à son tour le levier des protéines Foxo, Bad ou Mdm2 par exemple. La famille Foxo 
(FOX class O family) est constituée de facteurs de transcription dont le rôle est crucial dans la 
différentiation des cellules B. En effet, lorsque Foxo1 est  inactivé au stade pro-B précoce, 
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cela entraine le blocage total du développement des cellules B. Cela pourrait s‟expliquer par le 
fait que ce gène est essentiel à la recombinaison du locus IgL [71]. Il a également été montré 
ex-vivo que l‟expression de Igκ, produit du gène IgL, est diminuée dans des cellules B 
Foxo3a
–/–
 [72]. Par ailleurs, les protéines FOXO contrôlent la progression du cycle cellulaire 
en activant notamment la transcription de p27 qui code pour une « kinase inhibitor » agissant 
en phase G1 [73, 74]. Enfin, l‟activation de Bad assure la survie cellulaire [75] tandis que 
Mdm2 assure la régulation du suppresseur de tumeur p53 par séquestration ou par dégradation 
au protéasome [76]. 
Les voies intracellulaires activées par SCF recoupent majoritairement celles activées par 
Flt3 comme la voie PI3K avec l‟activation d‟Akt et de Bad [75]. 
 
En plus de BSAP [60] et de EBF [77, 78] déjà mentionnés et associés aux voies 
cytokiniques, E47, codé par le gène E2A [79], complète le duo pour former le trio de facteurs 
de transcription essentiels lors du développement des cellules B. 
 
1.1.2.3.3 Facteurs de transcription E2A 
Suite à un épissage alternatif le gène E2A code pour deux isoformes différents : E12 et E47 
[79]. Tous deux appartiennent à la classe I des protéines de type hélice-boucle-hélice basique 
(bHLH) qui reconnaissent et se lient, après dimérisation, à la séquence consensus spécifique 
CANNTG, aussi appelée E-Box [80]. Les deux isoformes contiennent également 2 domaines 
de transactivation, nommés AD1 et AD2 [81] qui sont hautement conservés entre espèces 
[82]. 
E12 et E47sont nécessaires au bon développement des cellules B puisqu‟en absence de ces 
produits géniques, les souris produisent un nombre fortement diminué de cellules 
CD43+B220+ (correspondant aux stades pré-pro-B et pro-B) et aucune cellule pré-B et B 
matures [83-85]. Les mêmes auteurs ont établi que cet arrêt de la lymphopoïèse B à un stade 
précoce était associé à un défaut du réarrangement du locus IgH. En effet, une fois produits 
dans les cellules  pré-B, E12 et E47 forment des polypeptides homodimériques capables de se 
lier à la E-Box localisée au niveau de la séquence enhancer du gène de l‟immunoglobuline. Il 
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a d‟ailleurs été démontré que l‟expression ectopique d‟E2A promouvait le réarrangement de 
l‟immunoglobuline dans des cellules fibroblastiques [86] et de foie fœtal en collaborant 
notamment avec Ebf1 et le complexe Rag1-Rag2 [87]. De plus, la transcription de ces derniers 
est activée par E47 [88]. 
Une autre cible régulatrice transcriptionnelle de E2A est EBF1 [89-91]. Comme vu 
précédemment, tous deux permettent la spécification cellulaire en activant la production des 
chaînes légères transitoires λ5 et VpreB [59] tandis que Pax5, dont l‟expression dépend de 
STAT5, E47 et Ebf1,  régule l‟engagement cellulaire. Enfin, E2A, Ebf1 et Pax5 coopèrent 
dans l‟activation de gènes cibles spécifiques aux étapes précoces de la lymphopoïèse B [90, 
92].  
 
 
Figure 4 : Modèle simplifié de l‟engagement des cellules B montrant les interactions entre les 
principaux facteurs de transcription impliqués (adapté de Holmes, 2006).  
 
Un dernier facteur de transcription, nommé PBX1, sera décrit. 
 
1.1.2.3.4 Facteurs de transcription PBX1 
PBX1 (pour PreB cell leukemic homeoboX1) est un proto-oncogène qui a été en premier 
lieu mis en évidence dans différentes lignées cellulaires leucémiques de type pré-B de par son 
implication dans  la translocation t(1;19), anomalie chromosomique sous-jacente à la maladie 
[93, 94].  
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Tout comme E2A, Pbx1 code pour un ARNm qui va subir un épissage alternatif 
conduisant à la formation de 2 protéines, PBX1a et PBX1b, qui divergent au niveau de leur 
région C-terminale. 
PBX1 est un membre de la famille « Three Amino-acid Loop Extension » (TALE) qui 
inclut deux autres homologues, PBX2 et PBX3 [95]. Ces trois homologues sont exprimés dans 
l‟ensemble des tissus, à l‟exception des  lignées T et B qui sont exempts de PBX1 [93, 94]. 
PBX1 demeure néanmoins un facteur clé lors de l‟organogénèse [96], ce qui explique que sa 
perte de fonction totale est létale au jour E9.5/10 du stade embryonnaire [97]. De plus, PBX1 
joue un rôle crucial dans l‟hématopoïèse puisque d‟une part il assure la maintenance de l‟auto-
renouvellement des HSC par le maintien de leur état de quiescence [98] et que d‟autre part il 
module l‟engagement dans la lymphopoïèse B par la génération des CLP [99]. 
PBX1 est constituée d‟un domaine PBC-A, contenant une séquence d‟export nucléaire 
(NES) [100, 101], d‟un homéodomaine (HD), assurant sa liaison à l‟ADN et contenant deux 
signaux de localisation nucléaire (NLS) [102], et d‟un motif de coopérativité (HCM).  Le 
HCM  permet l‟association avec des protéines à homéodomaine, incluant les protéines HOX 
ou MEIS, dont le rôle dans l‟hématopoïèse sera décrit plus loin. En effet, il a été montré que 
PBX1 et les protéines HOX  interagissaient par l‟intermédiaire du motif pentapeptidique 
YPWMK du HCM des HOX [103-106]. Des mutations par délétions ou mutations ponctuelles 
d‟un seul acide aminé en alanine de ce motif sont suffisantes pour abolir l‟interaction entre 
PBX1 et HOXD4 par exemple, ce qui  conduit à une transcription altérée des gènes cibles du 
complexe [105]. PBX1 peut par ailleurs se lier aux protéines de la famille MEIS. L‟interaction 
entre les deux entraîne un changement de conformation de PBX1 à la suite duquel la région N-
terminale démasque les deux NLS. Une fois dans le compartiment nucléaire, MEIS renforce et 
stabilise l‟interaction PBX1 - ADN au niveau des gènes cibles [102]. L‟interaction entre PBX1 
et l‟ADN se fait par ailleurs par l‟intermédiaire d‟une séquence spécifique, ATCAATCAA, 
dénommée « Pbxl-responsive sequence » (PRS). L‟affinité et la spécificité de cette interaction 
est modulée par les protéines HOX [107-109]. 
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1.2 Leucémogénèse 
Dans les leucémies, des facteurs de transcription sont fréquemment impliqués [110, 111]. 
Pour que la transformation cellulaire ait lieu, les gènes doivent passer du stade proto-
oncogénique au stade oncogénique. Le proto-oncogène est impliqué soit directement, par 
mutation ponctuelle par exemple, soit indirectement, par translocation chromosomique par 
exemple. Dans ce cas, la transcription des 2 gènes fusionnés aboutit à la production d‟une 
protéine de fusion dite oncogénique qui interfère avec l‟hématopoïèse normale [110].  
1.2.1 Leucémie lymphoblastique aigue de type pré-B induite par la translocation t(1;19) 
1.2.1.1 Généralités 
Au Canada, l‟incidence de la leucémie lymphoblastique aiguë (ALL) entre 2003 et 
2007 était de 1257 enfants et jeunes âgés de 0 à 19 ans [112]. De ce fait, l‟ALL apparaît 
comme le cancer malin pédiatrique le plus répandu. Un des sous-types d‟ALL sont les 
leucémies de type pré-B. Leur phénotype cellulaire a été décrit pour la première fois en 1978 
par Vogler et est caractérisé par l‟absence d‟IgM à la surface et une accumulation 
cytoplasmique en chaînes lourdes Igµ [113]. En 1984, Williams et al. ont identifié la 
translocation chromosomique t(1;19) (q23;q13.3) dans ce type de leucémies chez les enfants 
[114]. Il est établi que 5 % des cas totaux pédiatriques d‟ALL ou 25 % des cas pédiatriques 
d‟ALL de sous-type pré-B sont associés à cette translocation [93, 94, 115, 116]. Les patients 
présentant cette anomalie caryotypique ont un mauvais pronostic ainsi qu‟une mauvaise 
réponse aux traitements standards par chimiothérapie [115, 116]. De plus, ce type de thérapie 
cible les cellules hautement prolifératives afin de permettre l‟élimination de la masse 
dominante de cellules cancéreuses malignes. Cependant, les cellules leucémiques initiatrices 
(LSC), tout comme les HSC normales, sont en état dit de quiescence [117, 118]. Cela explique 
pourquoi les patients peuvent rechuter après une période de rémission puisque les LSC 
peuvent toujours être présentes après traitement.  
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1.2.1.2 Protéine de fusion E2A-PBX1 
E2A-Pbx1 est un oncogène généré à la suite de la translocation entre la séquence en 5‟ du 
gène  E2A, localisé sur le chromosome 1, et la majorité de la séquence du gène Pbx1 localisé 
sur le chromosome 19. En résulte la fusion des domaines de transactivation N-Terminaux de 
E2A à l‟HD et à l‟HCM C-Terminaux de PBX1, formant ainsi la protéine E2A-PBX1 [93, 94]. 
L‟épissage alternatif de Pbx1 permet la production de PBX1a et PBX1b différant par leur 
région C-terminale. Il existe de ce fait deux versions correspondantes d‟E2A-PBX1 : E2A-
PBX1a et E2A-PBX1b [119] (Figure 5). 
Puisque le promoteur de Pbx1 demeure silencieux dans les lignées lymphoïdes [93, 94], 
c‟est donc l‟activité du promoteur d‟E2A qui permet l‟expression de la protéine de fusion dans 
la lignée B.  
L‟HD de PBX1 conservé dans la fusion permet sa liaison aux PRS [120] tandis que les 
domaines de transactivation de E2A sont indispensables à l‟activité transformante de E2A-
PBX1 [119, 121] notamment à travers l‟expression de gènes normalement non-activés par 
PBX1 [122, 123]. En effet, dans le cas où la région E2A est tronquée, la propriété de 
transactivation de E2A-PBX1 est abolie dans les fibroblastes NIH3T3 et ces derniers ont 
perdu leur capacité à former des foci [119]. 
 
Figure 5 : Représentation schématique des protéines natives E2A, PBX1a et PBX1b avant et 
après translocation chromosomique t(1;19) conduisant à la formation des protéines de fusion 
E2A-PBX1a et E2A-PBX1b. AD : domaine d‟activation, bHLH : motif basique hélice-boucle-
hélice, HD : homéodomaine et H / HCM : motif de coopération HOX (adapté de Holmlund, 
2013). 
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Le HCM de la portion PBX1 contribue également à l‟oncogénicité d‟E2A-PBX1 [123]. 
Des expériences ont indiqué une réduction de l‟activation transcriptionnelle d‟E2A-PBX1 
lorsque le motif pentapeptidique YPWMK était muté. De plus, des expériences 
d‟Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) ont mis en évidence que l‟inhibition du motif 
YPWM avec l‟anticorps 10D11 altérait les interactions entre HOXD4 et E2A-PBX1 avec 
l‟ADN [124]. Ces études suggèrent que le potentiel transactivateur de l‟oncoprotéine E2A-
PBX1 passe par la formation du complexe avec les protéines HOX. Il a donc été suggéré que 
la dérégulation de la voie HOX/PBX serait cruciale dans le développement  des leucémies 
induites par  E2A-Pbx1 du fait de l‟activation aberrante de gènes cibles [108, 109].  
 
1.2.1.3 Cibles d’E2A-PBX1 
Jusqu‟à présent, les mécanismes par lesquels E2A-PBX1 induit la leucémie de type 
pré-B n‟ont pas été clairement établis. Seules deux cibles d‟E2A-PBX1 ont été identifiées et 
caractérisées. 
La première est Wnt16, qui code pour un facteur de croissance soluble de la famille 
WNT/WG, WNT16, retrouvée au niveau des organes lymphoïdes secondaires spléniques et 
ganglionnaires. Après comparaison de l‟expression génique de lignées leucémiques pré-B 
contenant la translocation t(1;19) (comme KOPN-54 et KOPN-63) avec celle de lignées 
cellulaires pré-B ne la contenant pas (comme Nalm6,Jurkat ou 697), les auteurs ont identifié 6 
gènes préférentiellement exprimés en présence de la translocation d‟intérêt. L‟un d‟entre eux 
en particulier, Wnt16, avait été retrouvé exprimé dans la moelle osseuse de patients atteints 
d‟ALL de type pré-B induite par E2A-PBX1 alors qu‟il était très faiblement exprimé dans les 
leucémies pré-B contrôles, indépendantes d‟E2A-PBX1. En parallèle, les récepteurs de 
WNT16, les récepteurs Fz, avaient été retrouvés fortement exprimés. Enfin, l‟inhibition 
d‟E2A-PBX1 conduisit à la diminution d‟expression de Wnt16, ce qui était en faveur de la 
contribution de WNT16 dans le développement des ALL pré-B associées [125]. 
La seconde cible bien établie est EB-1. Par une stratégie similaire à celle des auteurs 
précédents, il fut mis en évidence que EB-1 était fortement et exclusivement uprégulé dans les 
7 lignées ALL pré-B contenant la translocation t(1;19) comparativement à 4 lignées contrôles. 
Tout comme WNT16, il a été confirmé que l‟expression de  EB-1 dans les échantillons de 
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moelle osseuse d‟enfants atteints d‟ALL pré-B était corrélée à la présence d‟E2A-PBX1 issu 
de la translocation t(1;19) [126]. De plus, EB-1 est une tyrosine kinase qui est normalement 
majoritairement exprimée au niveau du cerveau et du testis, comme l‟est PBX1 [127]. Cela 
suggère donc que l‟augmentation d‟expression d‟EB-1 dans les ALL pré-B puisse être médiée 
par E2A-Pbx1. 
 
1.3 Les gènes Hox 
1.3.1 Origine et organisation 
Les gènes Hox, ou gènes homeobox de classe I, codent pour des facteurs de transcription à 
homéodomaine. Ils  présentent  une séquence hautement conservée entre les espèces et c‟est 
d‟ailleurs l‟homologie avec les gènes HOMC de la drosophile qui avait facilité leur 
identification chez les mammifères [128-130].  
Les gènes Hox sont au nombre de 39, subdivisés en 13 groupes paralogues et organisés en  
4 clusters (A, B, C, D) répartis sur 4 chromosomes différents [131, 132](Figure 6). Leur 
organisation linéaire au sein de chaque cluster leur confère une expression spatio-temporelle le 
long de l‟axe antéropostérieur lors de l‟embryogenèse [129, 133]. En effet, les gènes Hox 1 à 4 
sont préférentiellement exprimés au niveau de la tête, les gènes Hox 5 à 7 au niveau du thorax 
tandis que les gènes Hox 8 à 11 sont plutôt exprimés dans l‟abdomen et le pelvis [134]. Une 
expression inadéquate dans un segment inapproprié conduit à des anomalies majeures du 
développement appelées transformations homéotiques [135-137]. 
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Figure 6 : Homologies entre les gènes HOMC chez la drosophile et les 13 groupes paralogues 
des gènes Hox chez les mammifères qui sont organisés en 4 clusters (A, B, C, D) et répartis 
sur 4 chromosomes différents (adapté de Eklund, 2011). 
 
1.3.2 Rôle dans l’hématopoïèse normale 
En plus de leur rôle crucial durant l‟embryogenèse, les gènes Hox sont les régulateurs 
principaux de l‟hématopoïèse adulte (pour revue [138]).  
Les clusters A et B sont d‟ailleurs les plus exprimés dans les fractions enrichies en cellules 
hématopoïétiques primitives (comprenant les HSC et les progéniteurs) et la diminution de leur 
expression est associée à une progression dans les stades de différentiation [139-141]. Il a été 
montré que la perte d‟expression de Hoxa9 chez la souris abolissait les capacités proliférative 
et constitutive caractéristiques des  HSC et réduisait le nombre de CLP, le nombre de CMP, ou 
encore le nombre de GMP et de progéniteurs de type B [142-144]. En effet, la diminution de 
son expression dans la lignée B est corrélée de façon inverse à l‟expression d‟autres facteurs 
de transcription comme EBF1 et Pax5 qui, comme nous l‟avons vu auparavant, sont 
nécessaires à la différentiation en cellules B matures [145]. Deux autres exemples bien établis 
concernent Hoxb3 et Hoxb4. Alors que Hoxb3 intervient dans la lymphopoïèse B [146], 
Hoxb4, lorsque surexprimé in vivo, conduit à l‟expansion de progéniteurs au potentiel 
lymphomyéloïde à long-terme, comme cela a été montré par des transplantations dans des 
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souris receveuses. De plus, ces dernières ne développaient pas de leucémies, ce qui fait 
d‟Hoxb4 un candidat particulièrement intéressant dans l‟application humaine dans le cadre de 
l‟expansion ex-vivo des cellules de moelle osseuse avant transplantation [147-150]. 
 
1.3.3 Cofacteurs des gènes Hox 
Comme mentionné plus tôt, PBX et MEIS peuvent former des complexes avec les 
protéines HOX. En effet, à proximité de leur homéodomaine en C-terminal qui assure leur 
liaison à l‟ADN, les protéines HOX possèdent un motif pentapeptidique, YPWMK, qui est 
essentiel à leur interaction avec ces deux cofacteurs[103] [151].  PBX1 et MEIS1 en particulier 
ont une expression conjointe à celle des gènes Hox au niveau des cellules hématopoïétiques 
primitives [140]. Il a d‟ailleurs été montré que des souris déficientes pour chacun de ces 
cofacteurs ne dépassaient pas le stade embryonnaire et présentaient des déficiences majeures 
du système hématopoïétique [152, 153].  
Les relations existantes entre ces différents facteurs sont assez complexes puisque non 
seulement le potentiel des hétérodimères HOX-cofacteur formés peut être  influencé par la 
présence de co-activateurs ou de co-répresseurs, rendant ainsi un même complexe activateur 
ou répresseur selon le signal présent [102], mais HOX-PBX-MEIS peuvent également former 
un complexe trimérique fonctionnel au niveau de séquences enhancer des gènes Hox [154]. De 
plus, PBX1 ne peut se lier qu‟avec les protéines HOX des groupes paralogues 1 à 10 [155], 
tandis que MEIS1 ne peut interagir qu‟avec les protéines HOX des groupes paralogues 9 à 13 
[151]. HOXA9 peut donc se lier à la fois à PBX1 et à MEIS1. 
 
1.3.4 Dérégulation des gènes Hox dans la leucémogénèse 
Les gènes Hox sont souvent surexprimés dans les leucémies humaines myéloblastique ou 
lymphoblastique, ce qui est associé à un faible pronostic [156]. Cette dérégulation de leur 
expression peut être associée à une translocation chromosomique les impliquant soit 
directement soit indirectement. Un exemple bien établi dans les leucémies aigues myéloïdes 
(AML) est la translocation t(7;11)(p15;p15) qui fusionne Hoxa9 et NUP98, ce dernier codant 
normalement pour une nucléoporine [157]. Un autre exemple est le gène Mixed Lineage 
 19 
 
Leukaemia (MLL), qui, lorsqu‟il se retrouve fusionné, conduit à l‟altération de la transcription 
de gènes cibles, incluant les gènes Hox [138]. En particulier, un sous-ensemble de leucémies 
humaines est associé à une forte expression des gènes Hoxa. En effet, peuvent être par 
exemple citées des études chez des souris défectives pour Hoxa7 et Hoxa9 surexprimant la 
protéine de fusion MLL-ENL qui ont suggéré que les gènes Hoxa étaient requis pour la 
génération ou la maintenance des leucémies [144]. Une autre étude utilisant des ARN 
interférents avait montré des résultats similaires pour Hoxa9 [158]. Une investigation, portant 
cette fois sur la leucémie induite par la fusion MLL-AF4, avait également établi que Hoxa7, 
Hoxa9, Hoxa10 et Meis1, tous quatre cibles de MLL, étaient essentiels à la colonisation de la 
moelle osseuse et à la capacité proliférative des cellules leucémiques [159].  
Par ailleurs, les gènes Hox sont caractérisés par un potentiel oncogénique. Lorsque 
surexprimé Hoxa9 a d‟ailleurs été identifié, parmi plus de 6800 gènes, comme étant le 
meilleur gène indicateur du mauvais pronostic chez les patients atteints d‟AML [160]. Des 
souris transplantées avec de la moelle osseuse surexprimant par insertion rétrovirale les gènes 
Hox développent fréquemment des leucémies. Cependant, les temps de latence étaient longs 
avant que les animaux ne montrent de symptômes, ce qui suggère que d‟autres évènements 
sont nécessaires au développement de la maladie [161-164]. Par exemple, lorsque HOXA9 est 
surexprimé avec Meis1, les souris développent des AML en moins de trois mois après 
transplantation, alors que les surexpressions seules de Meis1a ou PBX1b ne déclenchent pas la 
maladie, même plus de 6 mois après transplantation [162]. D‟autres collaborations spécifiques, 
telles qu‟entre Hoxa9 et E2A-PBX1, ou Hoxb4 et E2A-PBX1 ont été démontrées.  Hoxa9 est 
par exemple impliqué dans le développement des AML  [150] ou les ALL de type pré-B [165]  
alors que Hoxb4 accélère le développement de leucémie de type T chez la souris [166].
  
 
 
2 Elaboration de l’hypothèse et des objectifs 
Les mécanismes moléculaires impliqués dans les ALL de type pré-B restent mal élucidés à 
ce jour. Il apparaît donc clairement qu‟une meilleure compréhension des voies de signalisation 
impliquées dans la maintenance de ce type de leucémie permettrait l‟identification de 
nouvelles cibles thérapeutiques potentielles, comme des enzymes. kinases par exemple. En 
effet, ces dernières seraient facilement inhibées par de petites molécules.  
Notre groupe a précédemment établi, dans un modèle de souris transgénique pour la 
leucémie de type pré-B induite par E2A-Pbx1, que le locus Hoxa était fréquemment ciblé par 
des intégrations rétrovirales du Virus de la Leucémie Murine (MMLV) et que ces intégrations 
avaient été corrélées avec une augmentation d‟expression de plusieurs gènes de ce locus. Ce 
point chaud avait donc suggéré qu‟E2A-Pbx1 et les gènes du locus Hoxa pouvaient être des 
collaborateurs dans le développement des leucémies de type lymphoïdes [166]. Les gènes 
Hoxa pourraient de ce fait avoir un rôle important dans les leucémies de type pré-B induites 
par E2A-Pbx1.  
Notre laboratoire a plus particulièrement mis en évidence que Hoxa9 accélérait la 
génération de la maladie chez la souris [165].  De plus, dans les leucémies générées induites 
par E2A-PBX1 et surexprimant Hoxa9, l‟expression d‟EBF1 et Pax5, nécessaires à la 
différentiation en cellules B, était significativement plus basse, ce qui est en accord avec la 
littérature [145]. Enfin, l‟expression d‟une des cibles directe de HOXA9 récemment identifiée, 
Flt3 [145, 167], était également élevée lorsque Hoxa9 était surexprimé. Des études ont montré 
que Flt3 était fréquemment exprimé dans les leucémies lymphoblastiques humaines [168, 
169]. D‟autres ont montré que la voie Flt3 était nécessaire à la survie des cellules leucémiques 
de type myéloïde [170] et que le potentiel transformant myéloïde de HOXA9/MEIS1 passait 
par l‟augmentation d‟expression de Flt3 [171]. L‟implication de cette voie n‟a pas encore été 
établie dans les leucémies induites par E2A-Pbx1. 
De ce fait l’hypothèse posée est que la maintenance/ré-initiation des leucémies de type 
pré-B induites par E2A-Pbx1 est associée à la présence du récepteur Flt3. 
Les objectifs de cette étude sont de 1) déterminer si Flt3 est présent à la surface des 
cellules E2A-PBX1 leucémiques pré-B,  2) déterminer si la ré-initiation des leucémies de type 
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pré-B induites par E2A-Pbx1 est restreinte à la fraction de Cellules Leucémiques Initiatrices 
(LIC) positives pour Flt3, 3) déterminer si la ré-initiation des leucémies de type pré-B induites 
par E2A-Pbx1 est dépendante de Flt3. 
  
 
 
3 Matériels et méthodes 
3.1 Souris et génération des souris chimériques 
L‟ensemble des protocoles expérimentaux ont été approuvés par le Comité de Protection des 
Animaux (CPA) du Centre de Recherche de l„Hôpital Maisonneuve-Rosemont (HMR). Les 
souris sauvages C57BL6 (CD45.1
+
 et CD45.2
+
) et B6SJL (CD45.1
+
) ont été achetées à 
Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). Les souris transgéniques E2A-PBX1/CD3ɛ-/- , 
générées comme décrit précédemment [166] ont été généreusement fournies par le Dr Guy 
Sauvageau (IRIC). Les souris transgéniques développent des leucémies de type pré-B induites 
par E2A-PBX1 lorsqu‟elles atteignent l‟âge de 50-60 semaines. Les souris receveuses ont été 
injectées à l‟aide de seringues 27G (BD). Les cellules étaient resuspendues dans du PBS et les 
doses par souris étaient contenues dans 250µL. Les saignées avaient été effectuées au niveau 
de la jugulaire et les cellules collectées dans une solution de PBS-EDTA 5mM. 
 
3.2 Cytométrie en flux et tri cellulaire 
Les cellules issues des saignées ont été préalablement incubées avec une solution d‟acide 
acétique froid afin de lyser les érythrocytes gênant l‟analyse par FACS. Les cellules primaires 
murines ont été incubées sur glace et dans l‟obscurité 30 minutes avec les anticorps primaires 
dilués dans du PBS-FBS 2 % puis 20 minutes avec les anticorps secondaires également dilués 
dans du PBS-FBS 2 %. Les anticorps monoclonaux primaires utilisés pour la caractérisation 
phénotypique ont été les suivants : APC-B220 (BioLegend), PE-Cy7-CD19 (BD Bioscience), 
FITC-CD43 (Clone S7, BD Bioscience), Biotine-IgM (BioLegend), Flt3-PE (BioLegend). 
L‟anticorps monoclonal secondaire utilisé pour la caractérisation phénotypique a été le 
suivant : Percp-Cy5.5-streptavidine (BD Bioscience). Les événements ont été enregistrés à 
l‟aide du FACS LSRII (BD, Bioscience). Lorsque les cellules étaient marquées pour Flt3, un 
minimum de 100 000 événements était enregistré par échantillon. Les données ont ensuite été 
analysées à l‟aide du logiciel FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR). Les cellules triées ont été 
préalablement marquées avec les anticorps monoclonaux PE-Cy7-CD19 (BD Bioscience) et 
Flt3-PE (BioLegend) ou CD45.2-Pacific Blue (BD Bioscience). 
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3.3 Génération des shARN anti-Flt3 
Le design des oligonucléotides a été fait en utilisant le site internet de Clontech (Clontech 
Laboratories, Inc.). Le clone 1 avait pour oligonucléotides Forward (5‟-
CCGGAGTGAAGGGACGGTATATTTCAAGAGAATATACCGTCCCTTCACTTTTTTG-
3‟) et Reverse (5‟-
AATTCAAAAAAGTGAAGGGACGGTATATTCTCTTGAAATATACCGTCCCTTCACT-
3‟)et le clone 3 avait pour oligonucléotides Forward (5‟-
CCGGGACCATGATTCGGATTCTTTCAAGAGAAGAATCCGAATCATGGTCTTTTTG-
3‟) et Reverse (5‟-
AATTCAAAAAGACCATGATTCGGATTCTTCTCTTGAAAGAATCCGAATCATGGTC-
3‟). Les oligonucléotides ont été resuspendus dans de l‟eau pour être à la concentration de 100 
µM et ont été hybridés à un ratio de 1 :1 (concentration finale de 50 µM d‟oligonucléotides 
double brin) selon les étapes indiquées par le fabricant (Clontech Laboratories, Inc.). Le 
vecteur pLKO.1 exprimant la GFP a été digéré par les enzymes de restriction BamHI et EcoRI 
(Invitrogen) pendant 1 heure à 37°C puis les produits de digestion ont été migrés sur gel 
d‟agarose 1 % afin de vérifier l‟efficacité de la digestion. Les bandes d‟intérêt ont ensuite été 
extraites et purifiées grâce au kit Qiaquick gel extraction kit (Qiagen). Après ligation  et 
transformation par choc thermique de 90 secondes à 37°C dans des bactéries DH5α 
compétentes,les clones ont été criblés par PCR en utilisant l‟amorce human U6 forward 
(ATGGACTATCATATGCTTACCGTA) et les oligonucléotides reverses ayant servi à 
l‟hybridation. Les surnageants contenant les particules virales (SUP) ont été produits par 
transfection de cellules 293T, précédemment cultivées dans du DMEM-10 % FBS, avec 
chacun des clones sh, avec le vecteur pCL-ECO et avec du PEI (2mg/mL) comme décrit 
précédemment [172]. Les sup ont été récupérées dans du milieu adapté à la lignée pré-B Baf3 
ou aux cellules pré-pro-B leucémiques comme décrits plus loin. 
 
 25 
 
3.4 Culture cellulaire et infection rétrovirale 
Les cellules, préservées dans du FBS-10 %DMSO, ont été décongelées dans du DMEM-10 % 
FBS préalablement chauffé à 37°C. Les cellules pré-B murines Baf3 surexprimant Flt3 ont été 
cultivées dans du RPMI, 10 % FBS, 10ng/mL IL-3. Les cellules #1150 ont été cultivées dans 
du milieu pré-pro-B (Iscove medium, 10 % FBS testé pour les cellules B, 10ng/mL IL-7, 
10ng/mL Flt3L, 10ng/mL SCF et 5x10
-5
M de β-mercaptoethanol). Les deux types cellulaires 
ont été infectés par spinoculation à 2250 rpm, 24°C, 90 minutes avec 50 % de milieu 
(correspondant à chaque type cellulaire) et 50 % de sup virale ajouté de polybrène 2X. Les 
cellules sont ensuite transférées à l‟incubateur à 37°C pour 3 jours avant d‟être analysées par 
FACS ou triées en vue d‟être transplantées. 
 
3.5 RT-PCR quantitative 
5x10
6
 cellules ont été homogénéisées dans du TRIzol reagent (Invitrogen). Les étapes 
ultérieures ont été suivies comme indiquées par le fabricant. Les ARN ont été resuspendus 
dans 10µL d‟eau propre stérile, 1µL servant à la mesure DO et 1µL pour la vérification de leur 
qualité sur gel d‟agarose 2 %. 3-5ug d‟ARN resuspendus ont été traités à la DNAse I 
(Amp.Grade, Invitrogen) avant d‟être utilisés pour la synthèse de l‟ADNc utilisant du 5X 
First-strand Buffer, dTT (0.1M, Invitrogen), RnaseOUT (Invitrogen), random primers 
(200mM, Invitrogen), dNTP (10nM, Invitrogen), M-MLV RT (Invitrogen) dans un volume 
réactionnel final de 20 µL. les étapes ont été suivies comme indiquées par le fabricant. Les 
amorces utilisées pour tester l‟expression des gènes du locus Hoxa ont été décrites 
précédemment dans la littérature [173]. Les amorces utilisées pour Flt3 sont Forward (5‟-
CGCGAATGCACCAAGCTGT-3‟) et Reverse (5‟-GGTCCTGTTTGTGGAGTAGGT-3‟). 
Les amorces utilisées pour Meis1 sont Forward (5‟-GCAAAGTATGCCAGGGGAGTA-3‟) et 
Reverse (5‟-TCCTGTGTTAAGAACCGAGGG-3‟). Toutes les amorces étaient utilisées à la 
concentration finale de 30µM. Les réactions de qRT-PCR ont été faites avec l‟agent 
fluorescent SybrGreen (Applied Biosystems) et enregistrés avec la machine ABI 7500 
(Applied Biosystems). 
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3.6 Analyse statistique 
L‟ensemble des analyses statistiques ont été faites en utilisant le logiciel Excel de 
MicrosoftOffice. Les variances ont été comparées par un test F et les moyennes par un test de 
Student avec « tail 2 » comme paramètre. Le type 2 était choisi lorsque la p value du test F 
dépassait 0.05 et le type 3 était choisi lorsque la valeur p du test F était inférieur à 0.05. 
  
 
 
4 Résultats 
4.1 Caractérisation des leucémies murines induites par E2A-Pbx1 
4.1.1 Caractérisation du phénotype leucémique 
Afin de déterminer si Flt3 est présent à la surface des cellules E2A-PBX1 leucémiques, 
cinq leucémies primaires dérivées du modèle murin transgénique ont été analysées: #326, 
#252, #1246, #332 et #1150 (Figure 7). Nous devions tout d‟abord nous assurer que ces 
leucémies présentaient bien un phénotype de type pré-B. En effet, il arrive que des légères 
variations soient observées entre les leucémies murines générées par le modèle transgénique, 
oscillant d‟un stade légèrement plus et légèrement moins avancé que le stade pré-B. Les 
marqueurs CD19 et B220 combinés permettent de déterminer que les cellules ont dépassé le 
stade pré-pro-B tandis que l‟ajout du marqueur CD43 permet la distinction entre les stades pro 
et pré-B, et IgM entre les stades pré-B et immature [11].  
Comme cela est résumé dans le Tableau 1, les cellules de la leucémie #326 sont à 80.64 % 
double positives pour les marqueurs CD19 et B220, 94 % négatives pour CD43 et 97.8 % 
négatives pour IgM, ce qui permet de catégoriser cette leucémie au stade pré-B. 
Les cellules des leucémies #252 et #1246 sont majoritairement double positives pour les 
marqueurs CD19 et B220, avec 85.6 % pour  la #252 et 90 % pour la #1246. De plus, elles 
sont positives pour IgM avec 83 %  pour la #252 et 66.7 % pour la #1246. Enfin, elles sont à 
75.5 % et 91.8 % CD43- pour la #252 et la #1246 respectivement. Elles ont donc un arrêt du 
développement au stade immature.  
Les cellules de la leucémie #332 sont positives à plus de 70 % pour les marqueurs CD19, 
B220 et CD43, ce qui indiquerait un arrêt au stade pro-B. Cependant, les cellules sont 
également positives à plus de 90 % pour IgM, indiquant un blocage à un stade plus mature. 
Cette contradiction peut s‟expliquer par  la polyclonalité des leucémies primaires, ce qui se 
traduit par une hétérogénéité phénotypique. Lorsque l‟on encadre  la fraction CD19+IgM-, 55 
% des cellules sont de phénotype CD43+, ce qui rend compte d‟un clone de type pro-B. 
Enfin, les cellules de la leucémie #1150 sont à 79 % CD19+B220+, 73,9 % CD9+CD43+ 
et 76.2 % CD19+IgM+, classant cette dernière leucémie au stade pro-B. 
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Figure 7 : Profils de FACS des marqueurs CD19, B220, CD43 et IgM de cellules spléniques 
de cinq leucémies primaires développées par les souris transgéniques E2A-PBX1. Les 
populations observées ont été encadrées sur la fraction de cellules vivantes, au préalable 
analysées par leur SSC et FSC. IgM : Immunoglobuline M. 
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Tableau 1 : Caractérisation des leucémies E2A-PBX1 par les marqueurs des cellules B.  
 
 
4.1.2 Caractérisation du phénotype pour la présence du récepteur Flt3 
Après caractérisation du phénotype leucémique primaire de type B, nous avons donc voulu 
déterminer si Flt3 était présent à la surface. Cela a également été analysé par FACS, comme 
cela est présenté Figure 8. A l‟exception des cellules #1150 pour lesquelles Flt3 était présent 
dans environ 7 % des cas, nous avons observé qu‟il était présent à un pourcentage minimal de 
0.1 % et ne dépassant pas 0.6 % pour l‟ensemble des autres cellules leucémiques.  
 
 
Figure 8 : Profils de FACS des marqueurs CD19 et Flt3 de cellules spléniques des cinq 
leucémies primaires développées par les souris transgéniques E2A-PBX1. Les populations 
observées ont été encadrées sur la fraction de cellules vivantes, au préalable analysées par leur 
SSC et FSC. 
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Nous avons de ce fait réalisé des transplantations secondaires afin de tester si la présence 
en Flt3 de différentes populations pouvait être associée avec la ré-initiation leucémique. Si la 
sélection clonale incluait la présence de Flt3, nous nous attendions à ce que le pourcentage en 
ce récepteur augmente à la suite de l‟expansion du clone après transplantation. Les résultats 
des leucémies #1150, #1246 et #334 sont présentés Figure 9, les cellules primaires #326 et 
#252 n‟ayant pas été capables de ré-générer les leucémies, et ce même 123 jours après leur 
transplantation. 
 
 
Figure 9 : (A) - Profils de FACS des marqueurs CD19 et Flt3 de cellules spléniques de trois 
leucémies secondaires issues des cinq leucémies primaires développées par les souris 
transgéniques E2A-PBX1. Les populations observées ont été encadrées sur la fraction de 
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cellules vivantes, au préalable analysées par leur SSC et FSC. (B) - Tableau présentant la 
pénétrance, le temps de latence avant l‟apparition des symptômes de la leucémie secondaire de 
type B et le pourcentage des populations CD19+Flt3+ obtenus par FACS sur les cellules 
spléniques leucémiques secondaires. Les jours survécus sont présentés en moyenne ± standard 
déviation. Les profils de FACS et les pourcentages CD19+Flt3+ sont ceux obtenus pour une 
souris mais sont représentatifs du groupe étudié. Une dose de 2x10
6
 cellules avait été 
transplantée par souris. 
 
Quatre souris avaient été transplantées par type de leucémie. Pour la leucémie #332 la 
pénétrance était de 1/4, pour la #1246 elle était de 2/4, et pour la #1150 elle était de 4/4. De 
plus, le temps de latence était le plus haut pour la #332 avec 34 jours, intermédiaire pour la 
#1246 avec 31.5 ± 2.5 jours et le plus faible pour la #1150 avec  28 ± 1.1 jours. La leucémie 
#1150 apparait donc comme la plus agressive. En parallèle de cette pénétrance, le pourcentage 
en Flt3 était également le plus élevé pour cette leucémie, avec une valeur de 28 %. 
Par ailleurs, bien que la pénétrance soit 25 % plus élevée pour la #1246 avec un temps de 
latence légèrement plus court comparativement à la #332, le pourcentage en Flt3 est 13 fois 
plus important pour la leucémie #332, avec une valeur de 4 % versus 0.3 % pour la #1246. De 
plus, après transplantation secondaire (résultats non montrés), la leucémie #1246 n‟a plus été 
en mesure de re-déclencher la maladie chez les souris receveuses, contrairement à la #332. 
Enfin, on note une augmentation du pourcentage en Flt3 après transplantation pour les 
leucémies #332 et #1150, puisqu‟il passe de 0.1 % à 4 % pour la #332 et de 7 % à 28 % pour 
la #1150. Après transplantation secondaire, la pénétrance atteignait même 100 % (4 souris sur 
4) pour la leucémie #332 en parallèle d‟un pourcentage moyen en Flt3 de 30.4 % (résultats 
non montrés).  
La ré-initiation pourrait de ce fait être liée à la sélection d‟une fraction cellulaire présentant 
le récepteur Flt3 à leur surface. 
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4.1.3 Étude de l’expression génique 
Après caractérisation phénotypique des leucémies, nous avons voulu étudier l‟expression 
génique du cluster Hoxa (Tableau 2) ainsi que de Flt3, une cible de Hoxa9, et de Meis1, un 
cofacteur de Hoxa9 (Tableau 3). 
 
Tableau 2 : Expression des gènes du locus Hoxa dans les leucémies E2A-PBX1. 
 
Les résultats sont présentés en nombre de copies calculées avec la formule 2
(38-Ct)
, comme 
décrite et validée précédemment dans la littérature [173]. La médiane et non la moyenne est 
indiquée pour chacun des gènes du fait de la grande distribution d‟expression parmi les 
leucémies. Les Ct obtenues pour les différents gènes d‟intérêt avaient été corrigées pour que la 
Ct du gène de ménage GAPDH soit égal à 19, valeur choisie d‟expression de base . Ind : 
indéterminée, valeur qui n‟a pas pu être déterminée par qRT-PCR à la suite d‟une expression 
trop faible. Ct : threshold Cycle. GAPDH : Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase. 
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Tableau 3 : Expression des gènes Flt3 et Meis1 par les leucémies étudiées.  
 
Les résultats sont présentés en Ct. Les Ct avaient été corrigées pour  que la valeur 
d‟expression de base du gène de ménage GAPDH soit de 19. Ct : threshold Cycle. GAPDH : 
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase. 
 
La médiane de chacun des gènes indique une expression globale du locus Hoxa pour 
chacune des leucémies étudiées avec l‟expression la plus faible pour les gènes Hoxa1, Hoxa11 
et Hoxa13 (Tableau 2).  
Alors que les leucémies #326 et #252 présentent l‟expression la plus forte parmi les 5 
leucémies, la leucémie #1246 présente l‟expression la plus faible. En effet, le nombre total de 
copies pour l‟ensemble du locus est de 7253, de 3174 et de 74 respectivement. 
La leucémie #332 a une expression globale du locus qui est intermédiaire puisque le 
nombre de copies est de 1501, les gènes Hoxa3 à Hoxa7 étant les plus exprimés avec un 
nombre de copies variant de 58 pour Hoxa6 à 776 pour Hoxa7. Entre les leucémies primaire et 
tertiaire #332, le nombre de copies diminuent pour l‟ensemble du locus, passant notamment de 
58 à 15 pour Hoxa6 et de 776 à 11 pour Hoxa7. En parallèle, le nombre de copies pour Hoxa9 
passe de 21 à 171. 
Du fait d‟une mauvaise qualité des échantillons congelés restants de la leucémie 
primaire #1150, l‟étude d‟expression génique n‟a pas pu être faite. En revanche, nous pouvons 
établir que le nombre de copies pour Hoxa9 est du même ordre de grandeur que la leucémie 
#332 tertiaire, puisque tous deux encadrent la valeur médiane de 143. En effet, le nombre de 
copies de Hoxa9 pour la #1150 tertiaire est de 134. Cependant, et contrairement à la  #332 
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tertiaire, Hoxa2 et Hoxa5 sont également fortement exprimés, avec 190 et 110 copies 
respectivement, comparativement aux médianes respectives de 112 et 257.  
En résumé, la majorité des gènes Hoxa est exprimée dans les leucémies de type B 
induites par E2A-PBX1. Cependant, les niveaux d‟expression sont variables entre les 
leucémies étudiées et ne semblent pas être corrélés avec le potentiel de ré-initiation 
leucémique. 
 
L‟expression de Flt3 et de Meis1 pour chacune des leucémies étudiées est présentée 
dans le Tableau 3. La première observation que nous pouvons faire est que l‟ensemble des 
leucémies primaires présentent un niveau d‟expression de Flt3 et de Meis1 du même ordre de 
grandeur. Deuxièmement, nous pouvons noter la forte augmentation d‟expression de Flt3 et de 
Meis1 (Ct=24) pour la leucémie tertiaire #332, ce qui en ligne avec l‟augmentation de la 
proportion de cellules Flt3
+ 
observée précédemment. Enfin, une forte expression de Flt3 est 
également observée pour la leucémie #1150 (Ct=22), ce qui est corrélé au fort pourcentage de 
cellules Flt3
+
 noté pour cette leucémie. Enfin, nous pouvons noter que l‟expression de Flt3 
suit la tendance de l‟expression du gène Hoxa9 étudiée précédemment. 
 
L‟ensemble de ces observations montrent non-seulement que Flt3 est présent à la 
surface de cellules leucémiques de type B induites par E2A-Pbx1 mais aussi que la ré-
initiation des leucémies étudiées semble être associée à la présence de ce récepteur, avec un 
pourcentage minimal de 4 %.  
Nous avons donc voulu répondre au second objectif qui était de déterminer si la ré-
initiation des leucémies de type B induites par E2A-Pbx1 était restreinte à la fraction de LIC 
positives pour Flt3. 
 
4.2 Évaluation du potentiel leucémique des fractions cellulaires positive et négative pour 
le récepteur Flt3 
Afin de tester si la présence de Flt3 est essentielle à la ré-initiation leucémique, des 
cellules CD19
+
 de la leucémie #1150 de type B ont été triées en deux fractions : Flt3
+
 et Flt3
-
. 
50 000 cellules de chacune de ces fractions ont été transplantées dans deux groupes de souris 
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distincts. Afin de contrôler la cinétique de ré-initiation leucémique, la proportion de cellules 
leucémiques donneuses chez les souris receveuses a été évaluée dans le sang 11 jours après 
transplantation puis dans les différents organes hématopoïétiques à la mort des souris. Si 
l‟hypothèse s‟avère correcte, seules les souris ayant été transplantées avec la fraction positive 
pour Flt3 devraient succomber de la leucémie, ou du moins succomber après un temps de 
latence plus court que les souris ayant été transplantées avec la fraction négative pour Flt3 
(figure 10-A). Le choix de la leucémie #1150 peut s‟expliquer par le fait qu‟elle permettait 
d‟obtenir des résultats très rapidement. En effet, nous vu précédemment que cette leucémie est 
très agressive. Cette agressivité avait même été observée lorsque seules 100 000 cellules 
avaient été transplantées dans des souris non-irradiées au préalable (résultats non montrés). 
Enfin, l‟Analyse par Dilution Limite (LDA) était connue puisque d‟autres membres du 
laboratoire avaient établi la fréquence des LIC comme étant proche de 1/5. 50 000 cellules 
#1150 étaient de ce fait suffisantes pour déclencher la leucémie chez les receveurs.  
L‟expression de Flt3 et Hoxa9 des deux fractions cellulaires triées avant transplantation a 
été mesurée afin de déterminer si la présence du récepteur était liée à la différence sous-jacente 
de l‟expression génique ou non. Comme nous pouvons le constater dans la Figure 10-B, 
aucune différence n‟est observée entre les deux fractions, et ce pour aucun des deux gènes. En 
effet, pour les deux fractions la Ct est proche de 26 pour Flt3 et de 35 pour Hoxa9. Cela 
pourrait s‟expliquer par le fait suivant : un pool de mARN codant pour Flt3 serait stocké en 
quantité égale dans les  deux types de fractions. Par la suite, deux scénarios sont possibles : 
soit le niveau de traduction soit le turn-over du récepteur pourrait être différent entre les deux 
fractions, ce qui expliquerait la quantité différente en récepteurs à la surface cellulaire. 
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Figure 10 : (A) - Représentation schématique du set-up expérimental. (B) - Expression des 
gènes Flt3 et Hoxa9 par les deux fractions cellulaires triées avant transplantation. Les résultats 
sont présentés en Ct. Les Ct avaient été ajustées à 30, Ct obtenue pour le gène de ménage 
HPRT. Ct : threshold Cycle. HPRT : Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase. 
CD19
+
FLT3
-
: fraction cellulaire triée positivement pour le marqueur de surface CD19 et 
négativement pour le marqueur de surface Flt3. CD19
+
FLT3
+
: fraction cellulaire triée 
positivement pour les marqueurs de surface CD19 et Flt3. 
 
4.2.1 Évaluation de la ré-initiation in vivo 
Afin d‟évaluer la ré-initiation leucémique chez les souris receveuses, des saignées ont 
été réalisées 11 jours après transplantation afin d‟évaluer la proportion de cellules donneuses. 
Ces dernières sont facilement traçables par le marqueur de surface CD45.2 qui permet de les 
différentier des cellules hôtes positives pour le marqueur CD45.1 (Figure 11). 
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Figure 11 : Saignée de l‟ensemble des souris expérimentales 11 jours après transplantation. Le 
groupe FLT3
-
 représente l‟ensemble des souris transplantées par les cellules triées 
positivement pour le marqueur de cellules B CD19 et négativement pour le marqueur Flt3. Le 
groupe FLT3
+
 représente l‟ensemble des souris transplantées par les cellules triées 
positivement pour les marqueurs CD19 et Flt3. n = nombre de souris par groupe. Une 
différence statistiquement significative a été notée entre les deux groupes (p = 0.0091). 
 
La première observation que nous pouvons faire est qu‟il y a une contribution des 
cellules leucémiques donneuses #1150 pour les deux groupes de souris.  
De plus, le groupe transplanté avec la fraction positive pour Flt3 a une proportion de 
cellules CD45.2
+ 
1.8 fois plus élevée (avec une médiane de 48.8) que le groupe transplanté 
avec la fraction négative pour Flt3 (avec une médiane de 27.6) et cette différence est 
statistiquement significative (p = 0.0091). 
Le temps de latence moyen avant l‟apparition des symptômes de la leucémie de type B 
(Figure 12) n‟indique pas de différence entre les deux groupes de souris transplantées. En 
effet, il est d‟environ 20 jours quel que soit le groupe, avec 20.4±1.6 jours pour le groupe 
FLT3
-
 et de 20.1±1.6 jours pour le groupe FLT3
+
. De plus, les signes cliniques de la maladie 
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étaient identiques, y compris l‟infiltration de la rate avec la masse moyenne splénique qui était 
de 0.62 ± 0.03 g et de 0.53 ± 0.14 g en absence ou en présence du récepteur, respectivement. 
 
 
Figure 12 : (A) - Tableau présentant le temps de latence avant l‟apparition des symptômes de 
la leucémie de type B et la masse splénique pour les deux groupes de souris transplantées. Les 
résultats sont présentés en moyenne ± standard déviation. Aucune différence statistiquement 
significative n‟a été notée entre les deux groupes (p ˃ 0.05). (B) - Photo d‟une rate de type 
sauvage (à gauche) et de type leucémique (à droite). La différence de taille entre les deux 
reflète l‟infiltration des cellules leucémiques. 
 
Le phénotype de la présence de Flt3 à la surface des cellules leucémiques obtenues 
avait par ailleurs été vérifié par FACS. Comme nous pouvons le constater Figure 13, les 
cellules spléniques du groupe FLT3
+
 présentent comme attendu une forte proportion positive 
pour Flt3. Par contre, les cellules spléniques du groupe FLT3
- 
présentent elles-aussi une 
proportion positive non-négligeable pour Flt3. En outre, aucune différence statistiquement 
significative n‟a été notée entre les deux groupes (p ˃ 0.05), la médiane pour Flt3 étant de 25.4 
% pour le groupe FLT3- et de 25.5 % pour le groupe FLT3+. 
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Figure 13 : Expression de Flt3 à la surface des cellules leucémiques dérivées des fractions 
cellulaires leucémiques E2A-PBX1 négative et positive pour Flt3. (A) – Proportion de cellules 
CD19+Flt3+ (B) - Exemples de profils de FACS montrant les proportions de cellules Flt3+. 
Les profils des souris #304 et #316 sont représentatives des groupes FLT3
-
 et FLT3
+
, 
respectivement. n = nombre de souris par groupe. Aucune différence statistiquement 
significative n‟a été notée entre les deux groupes de souris transplantées pour la présence en 
Flt3 (p ˃ 0.05). 
 
Enfin, l‟expression de Flt3 et Hoxa9 des deux groupes de souris transplantées a été 
mesurée (Tableau 4). Aucune différence statistiquement significative n‟a été notée pour 
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l‟expression du gène Flt3 ou Hoxa9 (p ˃ 0.05), la Ct moyenne étant proche de 23 pour Flt3 et 
proche de 32 pour Hoxa9 pour chacun des groupes. 
 
Tableau 4 : Expression des gènes Flt3 et Hoxa9 par les cellules leucémiques spléniques des 
souris ayant été transplantées par les fractions négative et positive pour Flt3.  
 
Les résultats sont présentés en Ct moyenne ± standard déviation. Les Ct avaient été ajustées à 
23, Ct obtenue pour le gène de ménage HPRT. Ct : threshold Cycle. HPRT : Hypoxanthine 
Guanine Phosphoribosyl Transferase. Les souris qui ne sont pas présentes n‟avaient pas de 
matériel splénique exploitable. Aucune différence statistiquement significative n‟a été notée 
entre les deux groupes de souris transplantées pour l‟expression du gène Flt3 ou Hoxa9 (p ˃ 
0.05). 
 
En résumé, bien que la fraction Flt3+ présente un avantage à la reconstitution 11 jours après 
transplantation comparé à la fraction Flt3-, aucune différence n‟a été observée entre les deux 
fractions quant au temps de latence et au phénotype leucémique final des souris receveuses. 
Cela est corrélé à l‟absence de différence entre les deux types de fractions pour l‟expression 
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génique sous-jacente de Flt3 et Hoxa9. A ce stade de l‟étude, la présence de Flt3 ne semble 
donc pas apporter un avantage spécifique à la ré-initiation leucémique. 
 
4.3 Évaluation de la ré-initiation de la leucémie pré-B induite par E2A-PBX1 après perte 
de fonction de Flt3 
4.3.1 Génération et validation des micros ARN anti-Flt3 
Le dernier objectif était de déterminer si la ré-initiation des leucémies de type pré-B 
induites par E2A-Pbx1 était dépendante de Flt3. Afin d‟y répondre, une perte de fonction de 
Flt3 a été réalisée dans les cellules leucémiques #1150 de type B. Avant tout, des shARN anti-
Flt3 devaient être générés et validés. Cela a été fait avec l‟aide d‟une lignée cellulaire de type 
pré-B, la lignée Baf3, qui sur-exprimait également Flt3. Les résultats du test sont présentés 
Figure 14. 
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Figure 14 : Test de deux Sup lenti-rétroviraux contenant deux clones respectifs de shRNA 
anti-FLt3 sur les cellules de la lignée Baf3 de type pré-B et surexprimant Flt3. Les résultats 
sont présentés en Intensité de Fluorescence Moyenne (MIF).  
 
Comme nous pouvons le constater, l‟Intensité de Fluorescence Moyenne de base 
lorsque les cellules Baf3 ont été ni infectées ni marquées à l‟anticorps anti-Flt3 est de 102 . 
L‟Intensité de Fluorescence Moyenne obtenue après marquage à l‟anticorps anti-Flt3 
pour les cellules Baf3 contrôles non infectées (orange) ou infectées par la Sup rétro-viral 
contrôle (vert clair) indique un niveau de 10
4 
. 
Enfin, lorsque les cellules Baf3 ont été infectées par la Sup rétro-viral du clone 1 ou du 
clone 2, l‟Intensité de Fluorescence Moyenne chute à 103 .  
Au vu de ces résultats, chacun des clones pouvait être utilisé pour l‟infection des 
cellules #1150 leucémiques. 
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4.3.2 Évaluation de la ré-initiation in vivo 
Après avoir testé et validé les shARN anti-Flt3 in vitro, des cellules leucémiques #1150 de 
type B ont été infectées par la Sup rétro-viral contrôle ou par celle du clone 2. Elles ont ensuite 
été triées en fonction de la présence de GFP, synonyme d‟une expression du shARN dans les 
cellules infectées, et du marqueur de cellules leucémiques donneuses CD45.2. 500 cellules 
infectées par chaque type de sh, contrôle ou anti-Flt3, ont été transplantées dans deux groupes 
de souris distincts. Afin de contrôler la cinétique leucémique, un suivi dans le sang des 
cellules leucémiques donneuses a été effectué 7, 14 et 21 jours après transplantation chez les 
souris receveuses. Selon notre hypothèse, les souris transplantées par les cellules transpercées 
par le shARN contrôle devraient développer plus rapidement la leucémie de type B 
comparativement à l‟autre groupe (Figure 15). 
 
Figure 15 : Représentation schématique du set-up expérimental. KD = Knock-down. n = 
nombre de souris par groupe. 
 
Grâce à l‟expression de la GFP, un suivi dans le sang des cellules leucémiques donneuses 
#1150 infectées par le sh contrôle ou le sh clone 2 a été effectué 7, 14 et 21 jours après 
transplantation afin d‟évaluer leur proportion chez les souris receveuses (Figure 16). Aucune 
GFP n‟était détectée après 7 jours (résultats non-montrés). De plus, aucune différence 
statistiquement significative n‟a été notée entre les deux groupes et ce, que ce soit après 14 ou 
21 jours (p ˃ 0.05). 
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Figure 16 : Pourcentage des cellules leucémiques transfectées par le shARN anti Flt3 ou 
contrôle dans le sang périphérique des souris receveuses. n = nombre de souris par groupe. 
Aucune différence statistiquement significative n'a été notée entre les deux groupes quel que 
soit le jour de la saignée (p ˃ 0.05). 
  
Le temps de latence moyen avant l‟apparition des symptômes de la leucémie de type B 
(Tableau 5) n‟indique pas de différence entre les deux groupes de souris transplantées (p ˃ 
0.05) bien qu‟il soit de 21±0 jours pour le groupe sh contrôle et de 23.7±5.3 jours pour le 
groupe sh anti-Flt3. Cependant, une différence statistiquement différente (p=0.01) a été notée 
pour la masse moyenne splénique en étant de 0.76±0.05 g et de 0.57±0.09 g pour le groupe sh 
contrôle et le groupe sh anti-Flt3, respectivement. 
 
Tableau 5 : Temps de latence et masse splénique des souris transplantées avec les cellules 
leucémiques infectées par shARN anti-Flt3 ou contrôle . 
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Les résultats sont présentés en moyenne ± standard déviation. Une différence statistiquement 
significative a été notée entre les deux groupes pour la masse splénique (p = 0.01) mais aucune 
n‟a été notée pour le nombre de jours survécus (p ˃ 0.05). 
 
Les cellules leucémiques spléniques de chaque souris ont par ailleurs été analysées par 
FACS pour la présence de GFP et de récepteur Flt3 à leur surface (Figure 17), et par qRT-
PCR pour évaluer l‟expression génique de Flt3 et Hoxa9 (Tableau 6).  
 
 
 
 
Figure 17 : Histogramme des résultats de FACS présentant le pourcentage moyen ± standard 
déviation de cellules positives en GFP et en marqueurs CD19 et Flt3 de cellules spléniques des 
souris expérimentales. Les populations observées GFP+ ont été encadrées sur la fraction de 
cellules vivantes, au préalable analysées par leur SSC et FSC tandis que les populations 
observées CD19+Flt3+ ont été encadrées sur la fraction de cellules vivantes, puis sur la 
fraction GFP+. Une différence statistiquement significative a été notée entre les deux groupes 
pour le pourcentage de cellules spléniques vivantes GFP+ (p = 0.002) et pour le pourcentage 
de cellules spléniques vivantes GFP+ et CD19+Flt3+ (p = 1.73. 10-5). 
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Le pourcentage de cellules vivantes GFP+, traduisant la présence de cellules exprimant 
le sh, est en moyenne de 85.58±4.5 % pour le groupe sh contrôle alors que le pourcentage de 
cellules vivantes GFP+ est en moyenne de 33.28±16.23 % pour le groupe sh anti-Flt3. De 
plus, le pourcentage de cellules vivantes GFP+ CD19+Flt3+ est en moyenne de 29.3±4 % 
pour le groupe sh contrôle alors qu‟il n‟est que de 5.9 ± 3.1 % pour le groupe sh anti-Flt3. En 
outre, une différence statistiquement significative a été notée entre les deux groupes pour ces 
deux fractions cellulaires (p = 0.002 et p=1.73. 10-5, respectivement). 
Enfin, une différence statistiquement significative a été mesurée pour l‟expression du 
gène Flt3 (p=0.027), avec une Ct de 35.6±1.2 pour le groupe sh anti-Flt3versus 31.5±1.7 pour 
l‟autre groupe,  alors qu‟aucune différence n‟a été notée pour l‟expression du gène Hoxa9 (p ˃ 
0.05), la Ct étant proche de 33 pour les deux groupes. 
 
 
Tableau 6 : Expression des gènes Flt3 et Hoxa9 par les deux groupes de souris transplantées.  
 
Les résultats sont présentés en Ct moyenne ± standard déviation. Les Ct avaient été ajustées à 
28, Ct obtenue pour le gène de ménage GAPDH. Ct : threshold Cycle. GAPDH : 
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Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase. Une différence statistiquement significative a 
été notée entre les deux groupes pour l‟expression du gène Flt3 (p=0.027) alors qu‟aucune n‟a 
été notée pour l‟expression du gène Hoxa9 (p ˃ 0.05). 
 
En résumé, la perte de fonction de Flt3 dans les cellules leucémiques primaires n‟entraine pas 
un retard dans le développement de la maladie des souris receveuses. En effet, bien qu‟une 
réduction dans l‟expression de Flt3 soit notée, une proportion de cellules experiment toujours 
le récepteur, ce qui indique que l‟efficacité de cette perte de fonction n‟est pas optimale dans 
ce modèle.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
5 Résultats 
5.1 Caractérisation des leucémies murines induites par E2A-Pbx1 
Nous avons caractérisé cinq leucémies primaires induites par E2A-PBX1.  
L‟ensemble des cellules leucémiques présentaient un phénotype de type B. De plus, le 
récepteur Flt3 était présent à leur surface, bien que celui-ci variait de 0.3 % pour la leucémie 
#326 à 7 % pour la leucémie #1150. 
Nous avons ensuite voulu déterminer si FLt3 était associé à la transplantabilité des 
cellules leucémiques. Les résultats  suggèrent que la ré-initiation leucémique pouvait être liée 
à la présence en Flt3. En effet, le pourcentage en Flt3 augmenta au fur et à mesure des 
transplantations pour les leucémies #332 et #1150, qui ont d‟ailleurs été les seules du groupe à 
avoir pu être transplantables.  
De ce fait, nous avons voulu déterminer l‟association potentielle entre l‟expression de Flt3 
et les gènes Hoxa, en particulier Hoxa9. En effet, il a été montré que HOXA9, dont Flt3 est 
une des cibles [145, 167], collaborait avec E2A-PBX1 dans le développement des leucémies 
de type pré-B chez la souris [165]. L‟expression génique a montré ici une forte augmentation 
d‟expression de Hoxa9 et de Flt3 entre les leucémies #332 primaire et tertiaire. Par ailleurs, la 
leucémie #1150 tertiaire présentait une expression du même niveau pour Hoxa9 et Flt3. 
Puisque Flt3 est une cible de HOXA9, l‟augmentation d‟expression de Hoxa9 pourrait 
participer à l‟augmentation de l‟expression de Flt3, se traduisant ainsi par l‟augmentation de la 
présence du récepteur au fur et à mesure des transplantations.  
Enfin, nous avons voulu déterminer l‟association potentielle entre l‟expression de Flt3 et 
du co-facteur de Hoxa9, Meis1. La Ct obtenue pour l‟expression de Meis1 dans la #1150 était 
de 29. Cela la classe dans l‟ordre de grandeur de celles obtenues pour les leucémies #326, 
#252 et #1246 qui ne sont pas transplantables. Cependant, Meis1 est co-exprimé avec Flt3 
dans les leucémies humaines et est capable de se lier au promoteur de Flt3, comme cela a été 
montré dans la littérature [174, 175]. De ce fait, ce co-facteur de HOXA9 et E2A-PBX1 
pourrait lui aussi participer à l‟augmentation de la transcription de Flt3. 
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5.2 Évaluation du potentiel leucémique des fractions cellulaires positive et négative pour 
le récepteur Flt3 
Dans cette étude nous avons voulu déterminer si la ré-initiation des leucémies de type 
pré-B induites par E2A-Pbx1 était restreinte à la fraction de LIC positives pour Flt3. 
Nous avons trouvé que les deux fractions cellulaires étaient capables de ré-initier la leucémie 
et que les cellules leucémiques issues de la faction négative étaient devenues positives après 
transplantation. Cependant, la cinétique initiale de reconstitution par la fraction Flt3+, mesurée 
dans le sang par le pourcentage en cellules positives pour la GFP, avait montré un avantage 
significatif par rapport à la fraction Flt3-, bien qu‟elle fut été suivie d‟un ralentissement . 
Comme le nombre de cellules transplantées au départ était le même pour les deux groupes, à 
savoir 50 000 cellules, cela semblait donc traduire une expansion clonale différente des LIC et 
nous nous attendions de ce fait à une apparition plus précoce de la leucémie de type B pour les 
souris du groupe Flt3
+
, ce qui aurait validé notre hypothèse. 
Un problème dans le tri des cellules pourrait avoir eu lieu, avec une contamination 
d‟une ou plusieurs cellules Flt3+ dans le groupe négatif, ce qui pourrait expliquer pourquoi 
aucune différence statistiquement significative ne fut notée entre les deux groupes. Cependant, 
les encadrements des populations avaient été très stringents ce qui rend peu plausible cette 
hypothèse. De plus, nous avions noté, après tri et avant transplantation, la présence d‟ARNm 
Flt3 dans les cellules de la fraction négative, ce qui pourrait facilement expliquer la 
réexpression de Flt3. 
Une expérience qui permettrait d‟établir s‟il existe une réelle différence proliférative 
entre les fractions positive et négative pour Flt3 serait l‟expérience au CFSE. En réalité, cette 
expérience a déjà été réalisée (résultats non montrés) mais les résultats n‟ont pas été probants 
puisque lors de la saignée 3 jours post-transplantation le CFSE n‟était déjà plus détectable 
dans les deux groupes. L‟expérience serait à refaire en ajustant la saignée 24h après 
transplantation.  
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5.3 Évaluation de la ré-initiation de la leucémie pré-B induite par E2A-PBX1 après perte 
de fonction de Ft3 
Dans cette étude nous avons réalisé une perte de fonction de Flt3 par shARN afin de 
déterminer si la ré-initiation des leucémies de type pré-B induites par E2A-Pbx1 était 
dépendante de Flt3.  
Les cellules leucémiques #1150 infectées par le sh contrôle et les cellules infectées par le 
sh anti-Flt3 ont toutes deux été capables de régénérer la leucémie dans les souris receveuses. 
Deux facteurs pourraient expliquer ce résultat. 
Le premier facteur est que le shARN anti-Flt3 n‟est pas efficace à 100 %. En effet, nous 
pouvions conclure que le sh utilisé était suffisamment efficace sur des cellules leucémiques 
primaires pour diminuer la quantité de transcrits de Flt3, et par conséquent, diminuer la 
quantité de Flt3 à leur surface, puisque que le pourcentage en cellules positives pour Flt3 fut 
statistiquement différent entre les deux groupes. Cependant, les valeurs étaient de 29.3 ± 4 % 
pour le groupe sh contrôle versus 5.9 ± 3.1 % pour le groupe sh anti-Flt3. Le seuil minimal 
nécessaire à la leucémie #1150 pour être initiée étant de 7 %, cela explique pourquoi les deux 
groupes de souris ont succombé en même temps. Cela dit, la diminution en Flt3 engendrée par 
le sh pourrait être de son côté suffisante pour entraîner des problèmes de migration  des 
cellules leucémiques dans la rate, expliquant ainsi les résultats divergents de masse splénique 
et de profils de FACS. 
Le second facteur, lié au premier, est que la présence de Flt3L dans le sang des souris 
receveuses  pourrait activer son récepteur à la surface des cellules leucémiques résiduelles 
Flt3+, augmenter spécifiquement leur pool et ainsi conduire au développement de la leucémie. 
En effet, la concentration de Flt3L dans le sang de souris est très élevée puisqu‟elle avoisine 
les 100-150pg/mL contrairement à  d‟autres cytokines, telles que IL4 et IL5, qui ont un niveau 
à peine décelable de l‟ordre de 10pg/mL [176]. [50]. [51]. [177]. [47]. De plus, il a été montré 
que Flt3L participait à une boucle autocrine d‟activation sur des blasts leucémiques [178]. La 
voie de signalisation Flt3-Flt3 ligand étant connue pour son rôle dans la prolifération cellulaire 
normale et leucémique [179, 180], l‟expression de Flt3 dans les cellules transplantées des deux 
groupes, combinée par la suite à la présence de Flt3L dans le sang des souris receveuses a pu 
favoriser leur prolifération. Cette dernière pourrait notamment passer, puisque Flt3 demeure 
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sauvage, via les voies Akt et MAPK et non STAT5 [179, 180]. En résulterait l‟augmentation 
d‟un pool de cellules possédant spécifiquement le récepteur Flt3 à leur surface. Il est important 
de rappeler ici que le seuil de 7 % aurait même été normalement suffisant pour régénérer la 
leucémie #1150. Enfin, puisqu‟aucune différence d‟expression de Flt3 et de Hoxa9 ne fût 
notée entre les deux groupes après transplantation, un blocage dans le turn-over du récepteur, 
qui est normalement très rapide à savoir  de l‟ordre de 5 minutes après activation[181],  
pourrait aussi avoir pu contribuer à l‟activation continue non-contrôlée de la voie proliférative. 
Une activation constitutive du récepteur a été par exemple déjà bien établie dans le cas de la 
mutation  ITD (Internal Tandem Duplication) de Flt3 qui est la plus courante chez les patients 
atteints d‟AML [182-184]. En effet, cette dernière survient dans les exons 14 et 15 du domaine 
cytoplasmique qui engendre un changement de sa conformation et favorise la dimérisation, 
l‟autophosphorylation et l‟activation constitutive de son activité tyrosine kinase [185]. Cette 
mutation n‟est pas exclusive à l‟AML puisqu‟elle a également été retrouvée dans des cas 
d‟ALL [186]. 
Il serait intéressant de mesurer la concentration en Flt3L par ELISA dans le sang chez 
des souris malades versus celui des contrôles afin de déterminer si les cellules leucémiques 
influencent le niveau de base et pourrait de ce fait être un acteur dans la capacité proliférative 
des cellules. 
 
5.4 Évaluation de Flt3 en tant qu’agent de soutien ou « bystander » 
Au vu des résultats obtenus, nous ne pouvons ni valider ni infirmer notre hypothèse de 
travail quant au rôle de Flt3 dans les leucémies de type B induites par E2A-PBX1. En effet, les 
résultats ne sont pas clairement établis, comme l‟absence de différence significative que nous 
avons pu noter pour la réinitiation leucémique ou l‟expression génique de Flt3 entre les 
fractions positive et négative pour Flt3. Cependant, étant donné que la cinétique initiale de 
reconstitution par la fraction Flt3+ avait montré un avantage significatif par rapport à la 
fraction Flt3-, Flt3 pourrait avoir un effet de soutien. Cela signifierait que Flt3 serait tout de 
même impliqué mais ne serait pas un des acteurs principaux responsables de l‟apparition de la 
leucémie induite par E2A-PBX1. L‟absence de Flt3 serait de ce fait compensée ou contournée 
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par une autre voie de signalisation. Ceci expliquerait également pourquoi la perte de fonction 
de Flt3 n'avait eu aucun impact sur la réinitition leucémique.   
  
 
 
6 Perspectives expérimentales 
6.1 Utilisation de la même stratégie de perte de fonction de Flt3 avec une leucémie 
différente 
La leucémie utilisée dans cette étude est très agressive. En effet son temps de latence 
est d‟environ 21 jours, et cela, même pour des souris n‟ayant pas été irradiées au préalable. 
Bien que le shARN ait été efficace sur ces cellules, cela ne permit pas d‟établir de fermes 
conclusions quant au rôle de Flt3 dans la ré-initiation leucémique. Il serait de ce fait judicieux 
de refaire la série d‟expériences avec une leucémie moins agressive, présentant un temps de 
latence plus long que 21 jours et un pourcentage en Flt3 inférieur à 5 % sachant que 5.9 ± 3.1 
% était suffisant pour régénérer la maladie. 
La leucémie #332 semblait être une bonne candidate, puisque le pourcentage en Flt3 était 
de 4 % seulement après transplantation primaire avec une pénétrance de seulement 25 %. 
Cependant, après transplantation secondaire, la pénétrance atteignait 100 % (4 souris sur 4) en 
parallèle d‟un pourcentage moyen en Flt3 de 30.4 %. Ces données, pénétrance et pourcentage 
en Flt3, se rapprochent donc de celles obtenues pour la #1150 après transplantation primaire. 
 
6.2 Utilisation de la même leucémie avec une stratégie différente de perte de fonction de 
Flt3  
La stratégie de perte de fonction utilisée dans cette étude réduisait de façon efficace la 
quantité de récepteurs à la surface cellulaire puisque le pourcentage en Flt3 à la surface passait 
de 28 à 5.9 ± 3.1 % après infection des cellules leucémiques #1150. Cela dit, les récepteurs 
restants demeuraient fonctionnels et ont pu entraver les résultats comme ce pourcentage était 
suffisant pour déclencher la leucémie de type B après un temps de latence similaire à celui 
observé pour le groupe sh contrôle. 
Il serait de ce fait intéressant de procéder à une autre technique de perte de fonction pour 
entraver la voie de signalisation Flt3-Flt3L. Une alternative facile et efficace, cependant plus 
coûteuse, serait de suivre le même set-up expérimental que celui du 3
ème
 objectif mais en 
transplantant nos cellules #1150 infectées par le sh anti-Flt3 dans des souris KO pour Flt3L. 
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En effet, un modèle transgénique a été mis au point par McKenna et al. [45]. Ainsi, il n‟y 
aurait plus de biais par une possible activation du récepteur Flt3 des cellules leucémiques par 
le ligand de l‟hôte, présent normalement à haute concentration. Le risque de cette procédure 
est la potentielle compensation des cellules transplantées à produire Flt3L de façon autocrine 
comme cela a déjà été observé dans la littérature, que ce soit in vitro par des blasts 
leucémiques [178], ou in vivo par des cellules de moelle sauvage transplantées dans des souris 
KO FL
-/-
 [187]. 
Une autre alternative, bien que pas nécessairement 100 % efficace, pourrait être 
l‟utilisation d‟un des nombreux inhibiteurs de Flt3 disponibles sur le marché. L‟une en 
particulier, appelée AC220 a montré son efficacité avec des souris atteintes de syndrome 
myeloprolifératif induit par la voie Flt3 sauvage suractivée [188]. 
 
6.3 Choix d’une autre cible de Hoxa9 qui pourrait être impliquée dans la leucémie pré-B 
induite par E2A-PBX1 
Une étude d‟expression génique par micro-array nous avait permis d‟établir une liste de 
gènes surexprimés ou sous-exprimés en présence de la surexpression de Hoxa9 dans des 
cellules primaires leucémiques induites par E2A-PBX1 [165]. Deux gènes surexprimés 
communs avaient alors été identifiés : Flt3 et Pdfd. Pdgfd code pour le « platelet derived 
growth factor » et n‟est pas une cible de Hoxa9. Il ne peut donc servir d‟alternative. Par 
contre, un autre gène, Sox4, avait été lui aussi retrouvé surexprimé dans une des deux 
leucémies analysées. Bien que les résultats le concernant furent controversés, étant retrouvé 
sous-exprimé dans l‟autre leucémie, il serait tout de même intéressant d‟en faire son étude 
puisqu‟il s‟agit d‟une cible de Hoxa9 récemment mise en évidence [167]. Sox4 est un facteur 
de transcription nécessaire à la lymphopoïèse B par la formation des progéniteurs pro-B [189] 
et il a été publié cette année qu‟il était essentiel à leur survie par l‟intermédiaire de Bcl2 qui 
est une protéine anti-apoptotique. En effet, dans des souris conditionnelles pour Sox4 le 
développement des cellules B est stoppé au stade pro-B (fractions B à C‟), cet arrêt étant 
associé à une augmentation de l‟apoptose et à une diminution de Bcl2. Par conséquent, 
l‟ensemble des fractions sous-jacentes, D à F, (correspondant aux cellules pré-B, immatures et 
matures) étaient affectées et quasi inexistantes. Le sauvetage possible du phénotype anti-
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apoptotique par l‟expression de Bcl2 dans les cellules conditionnelles pour Sox4 irait dans le 
sens d‟une implication de Bcl2 dans la survie des cellules pro-B [190]. La première chose à 
faire serait de vérifier l‟expression de Sox4 dans la leucémie #1150. Nous pourrions ensuite 
générer des ARN anti-Sox4 et infecter les cellules leucémiques avant de les transplanter dans 
des souris receveuses. Nous nous attendrions là encore à ce qu‟elles ne ré-initient plus de 
leucémie ou du moins avec un temps de latence allongé comparativement au contrôle. 
 
  
 
 
7 Conclusions 
Notre laboratoire a précédemment établi que Hoxa9 accélérait l‟apparition de leucémie de 
type B induite par E2A-PBX1 chez la souris [165]. Une analyse par qRT-PCR avait montré 
que les niveaux d‟ARN de Flt3, une cible de Hoxa9 [145, 167], étaient particulièrement 
élevés dans ce type de leucémies. L‟implication de cette voie n‟ayant pas encore été établie 
dans les leucémies de type pré-B induites par E2A-Pbx1, nous avions donc posé l‟hypothèse 
que la maintenance/ré-initiation des leucémies de type pré-B induites par E2A-Pbx1 est 
associée à la présence du récepteur Flt3. 
Premièrement, nous avons montré que les cellules leucémiques E2A-PBX1 exprimaient 
Flt3 mais que le récepteur était présent dans des proportions variant de 0.3 à 28 %. 
Deuxièmement, nous avons établi que le potentiel leucémique des fractions positive et 
négative pour Flt3 ne présentaient pas de différence puisque toutes deux avaient été capables 
de ré-initier la leucémie après 20 jours de latence. Troisièmement, une stratégie de perte de 
fonction de Flt3 par shARN avait été mise en œuvre dans les cellules leucémiques E2A-PBX1. 
Aucune différence n‟avait été notée entre les deux groupes bien que le pourcentage en Flt3 fut 
de 29.3 ± 4 % pour le groupe sh contrôle versus 5.9 ± 3.1 % pour le groupe sh anti-Flt3. 5 % 
de cellules positives pour Flt3 était suffisant pour ré-initier la maladie après 20 jours de 
latence. Nos cellules leucémiques présentaient donc une trop grande agressivité pour que les 
shARN présentent une efficacité.  
Nos résultats expérimentaux ne permettent donc ni de confirmer ni d‟infirmer notre 
hypothèse de travail. De ce fait, des expériences complémentaires sont nécessaires. Nous 
proposons d‟utiliser des cellules leucémiques moins agressives tout en réalisant le même set-
up expérimental. De plus, des transplantations dans des receveurs KO Flt3
-/-
 seraient 
également requises. Enfin, Sox4, une autre cible de Hoxa9, serait un candidat de substitution à 
Flt3 pour la compréhension au niveau moléculaire des leucémies de type pré-B induite par 
E2A-PBX1. 
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